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第 1章 緒論 
 
1.1. はじめに 
肥満とは体内で余剰になったエネルギーが脂肪として脂肪細胞に過剰に蓄積し、体脂肪が異常に蓄
積された状態を指す。肥満は脂肪が蓄積される部位によって内臓脂肪型肥満と皮下脂肪型肥満に大別
されており、従来は外見上の問題として皮下脂肪型肥満が取り上げられつつあった。しかし、近年内
臓脂肪型肥満が、脂肪細胞から分泌されるアディポサイトカインと呼ばれる生理活性物質の分泌バラ
ンスの崩壊によって、II型糖尿病 1)、高血圧 2)、高脂血症 3)などの生活習慣病引き起こすことが明ら
かにされてきていることから、皮下脂肪型肥満よりも重要視されてきている 4, 5)。これらの疾患が重
複している病態のことを「メタボリックシンドローム」をいうが、メタボリックシンドロームの症状
がさらに悪化すると死亡リスクの高い動脈硬化性疾患を発症することが知られている 6-9)。このこと
から、肥満人口が増加傾向にある現代社会において、肥満を予防・改善することが重要であると考え
られる。 
 
1.2. 肥満の判定基準と現状 
 肥満の判定には、体脂肪の測定が必要である。空気中と水中での体重測定に基づいた体密度法や生
体電気インピーダンス法等のいくつかの方法があるが、これらの方法は技術や設備の面を考えると実
用的ではない。そこで、WHO は体格指数の中で体脂肪を最も反映していると認められている Body 
Mass Index(BMI、体重[kg]を身長[m]の 2乗で割った数値)による方法を使用し、国際的にも急速に問
題化している肥満の健康障害に対して、世界的な肥満対策を行うことを決定した 10)。 
 WHOの肥満区分では、欧米人の疫学的な調査により判断して BMI≧30を肥満の判定基準としたが、
この判定基準では日本の肥満者の割合は約 3%であるということがわかった。つまり、BMIと肥満に
よって起こるメタボリックシンドロームの相関性は人種によって異なっており、さらには、性別、年
齢によっても異なっていることがわかっている 11-14)。そこで厚生省(現:厚生労働省)と日本肥満学会は、
日本における高血圧、高脂血症、糖尿病の合併症と BMI の相関関係を調査した。その結果、日本に
おいてはWHOの分類での肥満前段階(Preobese or Overweight)の比較的軽い BMIで合併症が高いリス
クで併発していることが示された。これに基づき日本肥満学会では、欧米が BMI≧30 を肥満として
いるのに対して、日本の肥満の判定基準を BMI≧25とすることに決定した(Table 1)15)。 
しかしながら、幼児や児童の成長期では BMIは正常値が大きく変動するため、上記に示した BMI
による判定基準には適応できない。よって、小児の肥満判定には独自の肥満判定基準が設けられてい
る。日本の場合、18歳未満の少児で肥満度が 20%以上、かつ有意に体脂肪率が増加した状態(体脂肪
率の基準値は男児 25%、女児 11歳未満 30%、11歳以上 35%)を肥満児の判定基準としている 16)。 
 平成 19年の国民健康･栄養調査 17)によると、日本における成人の肥満者の割合は、男性 30.3%、女
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性 20.2%、全体で 24.9%であり、実におよそ 4人に 1人が肥満であるということになる。また、男女
別で肥満者数の推移を見てみると男性では全ての年齢層において肥満者数が増加する傾向にある。一
方、女性に関しては、全ての年齢層において肥満者数が横ばい傾向にある。 
また、平成 20 年度の文部科学省学校保健統計調査報告書 18)の 18 歳未満の肥満傾向児の割合を見
てみると、男子では 9歳から 17歳にかけて 10%を超えており、15歳で 13.5%と最も高くなっている。
一方、女子は 10歳から 17歳にかけて女性 8%を超えており、12歳で 9.8%と最も高くなっている。7
歳まで性別によって肥満傾向児の割合はほとんど違いが見られないが、8 歳から 17 歳にかけて、そ
の割合に違いがみられるようになり、年齢が上がるにつれて、その差も大きくなる傾向にある。過去
30年間で約 3倍に増加しており、年々増加傾向にあるという。欧米の統計では、7歳の肥満は 40%、
思春期の肥満は 70～80%が成人肥満へ移行し、生活習慣病の温床、死亡率増加の原因となると考え
られていることから 19)、肥満児の増加も非常に深刻な問題である。 
 
1.3. 肥満の原因 
本来、摂取エネルギーと消費エネルギーのバランスは保たれているが、様々な環境要因や遺伝要因
により、このエネルギーバランスが崩れることで肥満は引き起こされる。日本で肥満が増加した大き
な要因の一つとして食の欧米化がある。動物性脂肪の多い欧米食を日常的に摂取することで過剰にエ
ネルギーを摂取してしまい、摂取エネルギーが消費エネルギーを上回ることで、脂肪が体内に蓄積し
て肥満になる。事実、1970 年代に高度成長期に伴って食の欧米化が急速に進み、脂肪による摂取エ
ネルギーが全エネルギーの 20%を越えており、この時期に肥満も急速に増加している。その他にも、
食べ過ぎによるエネルギーの過剰摂取、朝食･昼食の欠食、まとめ食い、どか食いのような空腹時間
が長くなる食べ方や夜の多食などの誤った摂食パターンも摂取したエネルギーが脂肪として貯蔵さ
れやすくなり、肥満になりやすい。 
また、運動不足による消費エネルギーの減少もその大きな要因として挙げられる。消費エネルギー
は生命を維持するために不可欠な基礎代謝が 60%、体を動かす時に消費する活動代謝が 30%、食物
の吸収時に発生する食事誘導性熱産生が 10%で構成されている。運動不足は活動代謝を減少させる
だけでなく基礎代謝を減少させ、インスリンの分泌を上昇させ、脂肪合成酵素の活性を上昇させるな
ど、貯蔵エネルギーが貯まりやすい代謝異常をもたらす 20-22)。ここ数十年間日本の成人の摂取エネル
ギーは 1日当たり約 2,000 kcalで横ばい状態になっているが、肥満はこの間に男性は 4倍、女性は 3
倍ほど増加したと推定されており、運動不足による消費エネルギーの減少が肥満の増加に深く関係し
ていることが考えられる。この背景には、便利でストレスの多い現代社会の中で運動する時間が奪わ
れ、体を動かす機会が失われているということがある。 
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1.4. 中性脂肪(TG)の消化・吸収機構 
中性脂肪(TG)の消化吸収は主に胃や小腸において行われている。摂取された TGは、まずは胃リパ
ーゼによって分解され、TGの 3位のエステル結合の加水分解を受けて、遊離脂肪酸とジグリセリド
が生じる 23)。この加水分解はそれほど強力なものではなく、小腸における膵リパーゼの加水分解と
比較すると、補助的なものであるが、膵リパーゼの分泌が十分でない新生児にとっては、重要な役割
を担っているとされる 24, 25)。また、中鎖脂肪酸が結合した TGは、胃リパーゼで 1～3位までのすべ
ての脂肪酸が速やかに加水分解させるため、小腸での脂肪酸の消化吸収に異常がある場合は有効なエ
ネルギー源となる 26)。 
 次に、胃の中で生成されたジグリセリドや脂肪酸、まだ加水分解されていない TGは十二指腸に運
ばれる。脂肪酸やタンパク質、アミノ酸などの刺激により、血中の消化管ホルモンであるコレシスト
キニンやセクレチンが分泌され、十二指腸壁からのアルカリ性の腸液、胆嚢からの胆汁や膵臓からの
膵液の分泌を促す 27-29)。胆汁には胆汁酸、リン脂質、コレステロールが含まれており 30)、胆汁酸や
リン脂質は脂質エマルションの外周を包み込んで、さらに細かく乳化する。乳化した TGは膵液に含
まれる膵リパーゼにより加水分解されて、1分子の TGから 2分子の遊離脂肪酸と 1分子の 2-モノグ
リセリドを生じる 31)。このとき、胆汁酸が外周を包んだ脂肪滴に膵リパーゼが接近するためには、
膵臓から分泌されるコリパーゼが橋渡し役として必要である 32)。ただし、コリパーゼ自身にはリパ
ーゼ活性を示さない。また、モノグリセリドリパーゼは腸管上皮細胞の頂端の細胞膜表面に発現して
いることが示唆されており、2-モノグリセリドの一部は、モノクリセリドリパーゼによって、グリセ
ロールと脂肪酸に分解されることが知られている 33)。 
 このようにリパーゼによって生成された加水分解物は胆汁酸とともに胆汁酸混合ミセルを形成す
る 34)。ミセルの大きさは 4～6 nm程度であり、外観上透明である。小腸上皮には絨毛と呼ばれる多
数の突起がある。さらに、それぞれの吸収細胞の表面は微絨毛膜におおわれており、吸収面積を大き
くしている。この吸収細胞の表面は unstirred water layerと呼ばれる管腔側の食物塊とは混じり合わな
い水層に覆われているが、ミセルの形態で初めてこの水層を通過して、微絨毛表面に近づくことがで
きると考えられている 35)。ここで、TGの加水分解物が単分子としてミセルから離脱し、微絨毛膜へ
と取り込まれていく。コレステロールの吸収には胆汁酸ミセルへの溶解が必須条件であり、胆汁酸が
不足すると吸収は顕著に低下する 35)。一方で、TGの加水分解物の 1種である脂肪酸は胆汁酸が不足
してもかなりの確率で吸収されることが知られているが 35)、この場合の吸収メカニズムは解明され
ていない。 
 遊離脂肪酸、2-モノグリセリド、グリセロールといった TG加水分解物は従来微絨毛膜のリン脂質
二重膜を濃度勾配的な単純拡散により通過すると考えられてきたが、遊離脂肪酸とグリセロールの吸
収に関しては、受容体タンパクによる促進拡散が存在していることが分かってきた。脂肪酸の小腸上
皮細胞への取り込みは脂肪酸トランスロカーゼ(FAT)/CD36、細胞膜脂肪酸結合タンパク(FABPpm)が、
そして、グリセロールの取り込みはアクアポリン(AQP)ファミリーが関与していると考えられる。 
9 
 
腸管上皮細胞に取り込まれた脂肪酸、2-モノグリセリド、グリセロールは小胞体に運搬される。こ
の時、細胞質を通って小胞体に移動するのであるが、脂肪酸は腸細胞の細胞質に存在する 2種類の脂
肪酸結合タンパク(I-FABP、L-FABP)に誘導されて、小胞体に効率よく取り込まれると考えられてい
る 36)。脂肪酸が滑面小胞体に達すると、アシル CoA合成酵素によって、アシル CoAに活性化される。
脂肪酸アシル CoAは滑面小胞体に入るとモノグリセリド経路を経由して TGに再合成される 37)。こ
の経路では、まず、モノグリセリドトランスアシラーゼによって、2-モノグリセリドと脂肪酸アシル
CoA が反応して、ジグリセリドになり、さらにジグリセリドトランスアシラーゼによって、ジグリ
セリドと脂肪酸アシル CoAが反応して、TGになる。また、腸管上皮細胞には、もう 1つグリセロー
ル 3-リン酸経路と呼ばれるグリセロールから始まる TG の再合成経路が存在する 38)。この経路は、
脂肪酸のみが多量に吸収されて 2-モノグリセリドが不足した場合、あるいは、逆に 2-モノグリセリ
ドが過剰に取り込まれて、モノグリセリドリパーゼによってグリセロールが生成された時に発動する
と考えられる。グリセロール 3-リン酸経路では、まず、グリセロールがグリセロキナーゼによって
グリセロール 3-リン酸に変換され、次に、グリセロール 3-リン酸アシルトランスフェラーゼによっ
て、1分子のグリセロール 3-リン酸と 2分子脂肪酸アシル CoAが反応し、1分子のホスファチジン酸
が生成される。さらに、ホスファチジン酸はホスファチジン酸ホスホヒドラーゼによってジグリセリ
ドになり、最終的に、ジグリセリドトランスアシラーゼによって、ジグリセリドと脂肪酸アシル CoA
が反応して、TGになる。モノグリセリド経路とグリセロール 3-リン酸経路では、モノグリセリド経
路が優先的に作動しており、腸管上皮細胞における TGの再合成の 75%を占めている 39)。 
再合成された TGは、滑面小胞体でコレステロールエステルやリン脂質とともに会合して、プレカ
イロミクロンを形成し、ミクロソームトリアシルグリセロール輸送タンパク(MTP)によりゴルジ装置
に運ばれる 40)。さらにアポリポタンパク B48(アポ B48)、アポ A-IV、アポ A-Iと複合体を形成して、
カイロミクロンとなりエキソサイトーシスにより細胞外へ分泌される 41)。カイロミクロンは中心部
に疎水性の TGとコレステロールエステルを保持し、その周りを両親媒性のリン脂質、遊離コレステ
ロール、アポタンパクが覆った球状構造のリポタンパクである。このカイロミクロンは小腸リンパ腺
に分泌されて、胸管を経由して鎖骨下大静脈に流入し、血中に出現する 42)。 
 
1.5. 膵リパーゼ 
膵リパーゼは膵臓から分泌されるトリグリセリドリパーゼの中で最も知られており、研究されてい
る酵素である 43)。新生児の時は発現しておらず、年齢を重ねるごとにその発現量が増加し、1～2 歳
の年齢で、成人の発現量に達するとされている 44-46)。膵リパーゼの mRNAは 465個のアミノ酸から
成るタンパク質をコードしており、最初の 16個のアミノ酸配列は活性を持たないシングルペプチド
である 47, 48)。ヒトの膵リパーゼは 1977年に単離・同定され、分子量は 48 kDaで、単一のオリゴ糖
鎖を持つ 47)。アミノ酸配列を比較すると、ヒトの膵リパーゼはブタとマウスに対して、それぞれ、
85%と 80%の相同性を持ち、ブタとマウスの膵リパーゼは、77%の相同性を持つ 49, 50)。 
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この酵素の立体構造には、2 つのドメインが存在する。1 つ目は N-末端ドメインであり、α/βの
ハイドロラーゼ活性を持つ。このドメインは他のリパーゼやエステラーゼにも存在する 51, 52)。この
ドメインはセリン-ヒスチジン-アスパラギン酸の触媒 3連構造を持っており、lidドメインと呼ばれる
表面ループの下に隠されている。lid ドメインは、238 番目と 262 番目のシステイン間のジスルフィ
ド結合間の部分のことを指し、基質が膵リパーゼの活性部位に接近するのを妨害している 53)。また、
オクチルグルコサイドとリン脂質を含む混合ミセルにおいて、膵リパーゼがコリパーゼと複合体を形
成することが明らかにされた 54)。その表面ループは活性型構造をとっている膵リパーゼの活性部位
を開放し、形成するために移動する。lid ドメインは、oil-water 界面に移行するまでは閉ざされて、
不活性の状態のままである。膵リパーゼ活性はトリプシンによってコントロールされないことから、
その閉ざされたループ構造は不適切な膵リパーゼ活性を防ぐための 1つの方法であると考えられる。
もう 1 つのドメインである C-末端ドメインはβサンドウィッチ構造をとっており、コリパーゼに主
な結合表面を供給している。 
膵リパーゼはカルボキシルエステラーゼの 1種であり、アシルグリセリドを加水分解するが、リン
脂質、コレステロールエステル、ガラクト脂質を加水分解しない 55, 56)。このリパーゼは様々な長さ
を持つアシル鎖を中性脂肪の sn-1位と sn-3位から切り離す性質を持っている 56)。長鎖脂肪酸(C14-C22)
結合型の中性脂肪の違いはほんの 6倍ほどである 57)。膵リパーゼは膵臓から過剰に分泌されるので、
その速度の違いは大きな影響を与えることはなく、十分に全ての食餌由来の長鎖脂肪酸結合型の中性
脂肪はこのリパーゼによって分解されると考えられる。 
 
1.6. FAT/CD36 
脂肪酸の小腸上皮細胞への取り込みには FAT/CD36 が最も関与していると考えられている。
FAT/CD36は哺乳類において、脂肪細胞の脂肪酸取り込みに関する研究から初めて発見され、ラット
の FATが酸化 LDLの受容体である CD36(glycoproteinIV)に 85%という高い相同性を示したという歴
史的な背景から、FAT/CD36と呼ばれるようになった 58)。FAT/CD36は高度に糖化されたポリペプチ
ド鎖から構成されており、脂肪細胞からクローニングされた見かけ上の FAT/CD36 の分子量は 88 
kDaである 58)。この 472個のアミノ酸から成るタンパク質(53 kDa)には、窒素にリンクしている糖化
部位は 10か所あると予想されており、FAT/CD36の立体構造をみると、N末端側と C末端側にそれ
ぞれ 1つずつ膜貫通領域を持ち、両末端を短鎖の細胞質ドメインとして有し、また、窒素にリンクし
ている糖化細胞外ループを保持している 59)。 FAT/CD36はヒトの胎盤、血小板、内皮細胞、単球、
赤血球、脂肪細胞、肝細胞、筋細胞、腸細胞といったさまざまな細胞の細胞膜に存在している 58-63)。
FAT/CD36は多機能タンパクであり、そのリガンドとしては遊離脂肪酸に限らず、コラーゲン、トロ
ンボスポンジン、酸化 LDL 等もある 59-65)。FAT/CD36 の発現誘導は細胞への脂肪酸の取り込みの増
加を促すことが確認されている 58-63)。FAT/CD36の遺伝子は独立した 3つのプロモーターを持ち、グ
ルコースによる転写調節、PPARs や C/EBPαを介した制御など、組織により複雑な発現調節機構が
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報告されている 66-69)。また、FAT/CD36は他の脂肪酸トランスポーターと違って、酵素活性を有さず、
細胞膜に存在することから、細胞膜での脂質取り込み過程に関わるトランスポーター本体は
FAT/CD36であると考えられている 70-73)。 
 
1.7. AQP 
グリセロールが通過できる AQP は脂肪細胞から初めて同定された 74)。AQPs は、小分子の膜タン
パクであり、AQPsのアミノ酸配列は約 270個のアミノ酸からなるポリペプチド単鎖である。3つの
細胞外ループ(Aループ、Cループ、Eループ)と 2つの細胞内ループ(Bループ、Dループ)、6つの膜
貫通領域を持ち、N 末端と C 末端はともに細胞質内に存在している。B ループと E ループには保存
性の高いアスパラギン-プロリン-アラニンのアミノ酸配列からなる NPA ボックスというモチーフを
持っており、このモチーフが水を通過させるポアを形成することがわかっている 75)。もともと、AQPs
は水の輸送タンパクとして発見されたが、後にグリセロールも通過させることができることが発見さ
れ、このようなグリセロールも輸送することができる AQPsはアクアグリセロポリンと称されている
76)。AQPsはAQP0～AQP12までのアイソフォームが存在し、この中でアクアグリセロポリンはAQP1、
AQP3、AQP7、AQP9、AQP10の 5種類が確認されている 76-78)。小腸においてもこれら 5種類のアク
アグリセロポリンが存在しており、特に AQP7 が小腸の上皮細胞の刷子縁膜に局在することから、
AQP7が小腸上皮細胞からのグリセロールの取り込みに大きく関与しているものと思われる 79-81)。 
 
1.8. 脂肪細胞 
体内に取り込まれたものの、エネルギーとして使われなかった TGは、脂肪組織に貯蔵される。脂
肪組織はすべての哺乳動物に存在し、白色脂肪組織と褐色脂肪組織の 2つに大別される。白色脂肪組
織は全身に広く分布しているが、褐色脂肪はごく一部にしか存在しない。両者のうち、白色脂肪組織
に含まれる白色脂肪細胞が余剰なエネルギーを TG の形で貯めこみ、必要に応じて TG を分解して、
脂肪酸とグリセロールの形で全身に再供給する働きをもつ。また、最近では、白色脂肪細胞は、ただ
単なる TGの貯蔵庫という働きだけではなく、メタボリックシンドロームと深く関与しているアディ
ポサイトカインを分泌していることがわかっている 82)。 
白色脂肪細胞は、ヒトにおいて約 250～300億個存在すると言われている。脂肪細胞は、以前乳幼
児期や思春期などの限られた時期にした増加しないものと考えられていたが、近年になって、成人に
なっても過剰なエネルギーの摂取や運動不足によって脂肪細胞の数が増加し、肥満者では 400～600
億個に達することが明らかとなっている 83)。その数は個体を構成する細胞数の 0.5～1%ほどにすぎな
いが、重量では健常者で体重の 20%前後、肥満者では 30～40%にまで達する。白色脂肪細胞は内部
に巨大な脂肪滴を 1つ有したほぼ球状の細胞であり、1つの白色脂肪細胞の中に、0.5～0.9 µgの脂質
が存在し、最大で 1.2 µgもの脂質を蓄積することができる。その脂質のうち 90%以上が TGである。
脂肪滴の周りには、境界膜は存在せず、直接脂肪滴と細胞質が接している。また、白色脂肪細胞の大
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きさは、平均で直径 60～90 µm であるが、栄養状態によって直径が 10～150 µmまで可逆的に変化す
る 84)。 
ヒトを含む様々な哺乳動物において、白色脂肪細胞の原基は胎生期にすでに確認される。白色脂肪
細胞は、線維芽細胞、軟骨細胞、骨細胞、平滑筋細胞などの体の構造的枠組みを保つ結合組織の細胞
群に属し、間葉系幹細胞に起源するものと考えられている。例えば、マウス胎仔由来の細胞株である
C3H10T1/2は、間葉系由来の筋肉細胞や骨細胞、軟骨細胞に加えて、白色脂肪細胞へと分化する 85)。
また、白色脂肪組織の stromal vascular 画分に含まれる細胞も、白色脂肪細胞のみならず、骨、軟骨
細胞や筋肉細胞へと分化しうる 86)。このように、間葉系幹細胞が脂肪細胞の起源であることを示唆
する知見は多くあるものの、間葉系幹細胞から脂肪前駆細胞が生じるメカニズムはほとんど明らかに
なっていない。 
 
1.9. TGの蓄積機構 
白色脂肪細胞における TGの蓄積は、グルコースと遊離脂肪酸の取り込みによって開始される。 
グルコースの取り込みはトランスロケーションによって細胞膜に動員されたグルコーストランス
ポーター4(GLUT4)によって行われている 87)。GLUT4 を介して細胞内に取り込まれたグルコースは、
解糖系に入って、グルコース 3-リン酸となり、グリセルアルデヒド 3-リン酸を経てジヒドロキシア
セトンリン酸となる。ジヒドロキシアセトンリン酸は脂肪合成のバイオマーカーとしてよく知られて
いるグリセロール 3-リン酸デヒドロゲナーゼ(GPDH)によって、グリセロール 3-リン酸となる 88)。 
遊離脂肪酸は血中に存在するカイロミクロンや VLDLに含まれる TGが、毛細血管内皮上に存在す
るリポタンパクリパーゼ(LPL)により分解されることによって、白色脂肪細胞に供給される 89)。LPL
の発現はインスリンによってコントロールされている。脂肪細胞には、脂肪酸トランスポーターとし
て FABPpm、FAT/CD36、FATP1が発現しており、脂肪細胞が分化し、TGの蓄積能力を獲得すると、
それらの発現量が増加することが知られている。これらのトランスポーターが脂肪酸の取り込みに関
与する分子メカニズムは不明な点が多いが、遊離脂肪酸は、これらの脂肪酸トランスポーターを介し
て脂肪細胞内に取り込まれるものと考えられる 90)。細胞内に取り込まれた遊離脂肪酸は、アシル CoA
合成酵素(ACS)によってアシル CoAになる。 
また、グルコースが過剰に存在するとき、あるいは、脂肪酸が不足した時に、脂肪細胞はグルコー
スから脂肪酸を合成することができる。グルコースは解糖系を経て、アセチル CoA となり、アセチ
ル CoAカルボキシラーゼ(ACC)によって、マロニル CoAが合成される。マロニル CoAが脂肪酸合成
酵素(FAS)によってアセチル CoAと反応してパルミチン酸となり、ACSの作用によってパルミチン酸
CoAとなる。その後、脂肪酸の不飽和化や伸長化が行われ、様々な脂肪酸のアシル CoAが合成され
る。取り込まれた遊離脂肪酸とグルコースから生成されたグリセロール 3-リン酸とアシル CoAは、
グリセロール 3-リン酸経路を介して、最終的に TGとなり、脂肪細胞内で脂肪滴として蓄積される。 
このような TGの蓄積は主にインスリンによってコントロールされている。インスリンは膵臓のβ
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細胞から分泌されるホルモンで、インスリン受容体と結合し、活性化することで、その作用を発揮す
る。インスリン受容体はチロシンキナーゼ型受容体であり、αとβのサブユニットから構成されてい
る。インスリンの結合により、βサブユニットがもつチロシンキナーゼ活性が刺激されると細胞内に
存在するインスリン受容体基質(IRS)がリン酸化を受ける。IRSは 4種類のアイソフォームが存在する
が、そのうち IRS-1と IRS-2がインスリンの作用に中心的な役割を担っていることがわかっている 91)。
リン酸化された IRSはホスファチジルイノシトール 3(PI3)-キナーゼと結合する。PI3-キナーゼはホス
ファチジルイノシトール 4, 5-ビスリン酸をリン酸化して、ホスファチジルイノシトール 3, 4, 5-トリ
スリン酸を生成する酵素であり、IRSとの結合により基質の存在する細胞膜付近に移行するとともに、
その活性が増強する 92)。脂肪細胞では、活性化された PI3-キナーゼが、Aktや aPKCと呼ばれるセリ
ン-スレオニンキナーゼの活性化を促す。Akt には Akt1～Akt3 の 3 種類のアイソフォームが存在し、
aPKCは PKCλと PKCζからなる PKCのサブファミリーである 93)。これらのキナーゼがインスリン
に起因する様々な TG の合成に関わる遺伝子の制御を行っている。例えば、GLUT4 のトランスロケ
ーションはインスリンシグナルを介してコントロールされており 94)、また、GPDHや ACC、FASの
発現もインスリンによって亢進されることが報告されている 22, 95)。 
 
1.10. 脂肪細胞の増殖・分化機構 
体内に過剰になったエネルギーは TGとして脂肪細胞に蓄積されるが、脂肪細胞の TGの蓄積能力
にも限界がある。TGの蓄積状況がある一線を越えると、脂肪細胞の肥大化だけでなく、脂肪細胞の
増殖と分化が行われ、脂肪細胞の数が増大することがわかってきた。実際の in vivoでの脂肪細胞の
増殖や分化の分子メカニズムは、まだ不明な部分が多いが、マウスの白色前駆脂肪細胞株である
3T3-L1 細胞を用いた実験で多くの知見が得られており、細胞周期と非常に深く関わっていることが
明らかにされてきている。 
 3T3-L1前駆脂肪細胞から成熟脂肪細胞に分化するためには、clonal expansionと呼ばれるといわれ
る細胞周期回転期とそれが停止した終末分化期の双方が必須であると考えられる。3T3-L1 細胞でい
ったんコンフルエントになり細胞周期が停止した前駆脂肪細胞はウシ胎児血清(FBS)とインスリン、
デキサメタゾン(DEX)、イソブチルメチルキサンチン(IBMX)を含む培地によって、全細胞が同期して
細胞周期に導入される。この時期を clonal expansionと呼び細胞周期を少なくとも 2回転すると言わ
れている 96)。事実、S期への移行を抑制する阻害剤を用いると、脂肪細胞の分化は抑制されることか
ら、clonal expansionは細胞分裂を伴っており、それが分化にとっても必須であると考えられる 97)。 
 また、前駆脂肪細胞から脂肪細胞への分化過程では、各段階で特異的な遺伝子群の発現が認められ、
その中にはマスターレギュレーターとなる転写因子が含まれる。その代表的なものとしては、ペルオ
キシソーム増殖剤応答性受容体 γ(PPARγ)によって制御されている。PPARはリガンド依存性受容体型
転写因子であり、ペルオキシソーム増殖作用を有する化合物によって活性化される核内受容体である
98)。脊椎動物からは 3 種類のサブタイプがわかっており、α、β/δ、γに分類される 99)。これらの
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サブタイプのうち、αとγには臓器特異性があり、PPARαは肝臓や骨格筋、褐色脂肪細胞に多く発
現し、脂肪燃焼を調節している 99)。それに対して、PPARγは白色脂肪細胞や胎盤、骨髄に多く発現
している 100)。哺乳動物では PPARγは N末端の配列が異なる PPARγ1と PPARγ2の 2種類のアイ
ソフォームが存在する。PPARγ1と PPARγ2は同一の遺伝子にコードされているが、異なった部位
から転写、翻訳が開始されるため、PPARγ2の N末端は PPARγ1よりもアミノ酸 30個分だけ長く、
その発現は白色脂肪細胞で特に多いことが特徴である 100)。PPAR の構造は一般に、アイソフォーム
ごとに異なる N 末端の AF1 領域、アイソフォーム間ではほぼ共通で Zn フィンガーモチーフを有す
る DNA 結合領域(C 領域)、核移行シグナルを持つ D 領域、C 末端のリガンド結合領域(AF2 領域)か
ら構成されている 101)。PPARのリガンド結合領域は 13のαへリックスと 4つのβシートを含んでい
る 101)。PPAR の遺伝子転写活性調節には 2 通りの経路がわかっている。1 つは DNA 依存型であり、
レチノイド X受容体(RXR)とヘテロ 2量体を形成して、標的遺伝子のプロモーターに結合することで
転写活性を上昇させる(トランスアクチベーション)102)。その認識塩基配列は AGGTCA様のコア配列
が同方向に並んだダイレクトリピート型であり PPAR 反応エレメント(PPRE)と総称されている。
PPAR/RXRのヘテロダイマーに PPARや RXRのアゴニストが結合すると、コリプレッサーが乖離す
るとともにコアクチベーターが結合して、ターゲット遺伝子の転写を活性化できるようになる。PPAR
の内因性リガンドはアラキドン酸やリノレン酸などの脂肪酸やその酸化物がリガンド候補として報
告されている。もうひとつの PPAR の遺伝子の転写活性経路は、DNA 非依存的な方法で NF-κB や
SP-1、AP-1 などが担う他の転写因子系に干渉し、その結果ターゲット遺伝子の転写を抑制するもの
である(トランスリプレッション)103)。PPARγのトランスリプレッションにおいては、PPARγのリガ
ンド結合部位がリガンド依存的に SUMO 化され、誘導性一酸化窒素合成酵素(iNOS)のプロモーター
のコリプレッサー複合体を安定させることで、その発現を抑制することが報告されている 104)。 
また、PPARγと同様に脂肪細胞分化のマスターレギュレーターとして知られているのが CCAAT/
エンハンサー結合タンパク(C/EBP)ファミリーの 1種である C/EBPαである。C/EBPは初めてラット
の肝臓から単離され、無関係と思われていた CCAATボックスとエンハンサーのコアに結合したこと
から、そのように名付けられた 98, 105)。C/EBPは当初アルブミンの遺伝子発現を制御する転写因子と
して研究が進んだが、その後、炎症に関係する因子(NF-IL6)と相同性が高い 1次構造を有することが
明らかとなり、転写因子 C/EBPファミリーとしてカテゴライズされた 106)。C/EBPファミリーは N末
端側に転写活性ドメインを有し、C末端にはロイシンジッパー配列を持った DNA結合ドメインを有
している 107)。このファミリーは C/EBPαと C/EBPβ、C/EBPγ、C/EBPδ、C/EBPε、COHP-10の 6
種類のアイソフォームからなり、このうち、C/EBPβと C/EBPδは脂肪細胞分化の関与するカスケー
ドにおいて PPARγや C/EBPαの上流にあり、PPARγや C/EBPαの転写制御を行っている 106)。また、
COHP-10 は C/EBPβと C/EBPδよりも早期に発現されており、脂肪細胞の分化を抑制する作用を有
している 108, 109)。C/EBPγと C/EBPεに関しては、今のところ脂肪細胞の分化との関連性はわかって
いない。3T3-L1 細胞を分化誘導させると、C/EBPαも PPARγと同様に脂肪細胞内で高発現される。
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この細胞株において C/EBPαの発現を抑制すると分化が阻害されたことや、通常では脂肪細胞に分解
しない線維芽細胞に C/EBPαを強制発現させると脂肪細胞に分化したことが C/EBP が脂肪細胞分化
のマスターレギュレーターと言われる所以である 110)。 
脂肪細胞の分化のマスターレギュレーターは PPARγと C/EBPαの 2種類が存在するが、脂肪細胞
分化のシグナル伝達は PPARγからの経路だけであり、C/EBPαからの経路は、PPARγの経路に集約
されることがわかっている 111)。その際に、終末分化において、C/EBPαは PPARγのプロモーターに
結合し、その発現を維持するのに重要であること 112)、C/EBPα自身のプロモーターにも結合し、自
己調節により C/EBPαの発現を高く維持していることがわかった 113)。 
 
1.11. TGの分解機構 
様々な臓器や組織の活動によって、エネルギー源が不足した状態になると、脂肪細胞内における
TG は、ホルモン感受性リパーゼ(HSL)によって加水分解されて遊離脂肪酸とグリセロールが生成さ
れ、エネルギー源として供給される 114)。HSLはカテコールアミンや副腎皮質刺激ホルモン、成長ホ
ルモン、グルカゴンによって活性化される 114)。これらのリガンドが各受容体に結合するとアデニレ
ート・シクラーゼが活性化されて cAMPが生成される。これにより、cAMP依存性のプロテインキナ
ーゼ A(PKA)が活性化される。PKA の活性化によりリン酸化された HSL は細胞質から脂肪滴へと移
動するとされる。このとき、脂肪滴表面にある lipotransinに結合することで、脂肪滴上に誘導されて、
lipotransinの ATPへの結合と加水分解により、HSLは lipotransinから離れて TGの分解を行うとされ
ている 115)。細胞質と脂肪滴の間には境界となる細胞膜が存在しない。この境界面では、ぺリリピン
と呼ばれるタンパクが発現しており、これによって、TGが脂肪滴として収納されている 116)。ぺリリ
ピンが脂肪滴をコーティングすることで TG の分解を抑制していると考えられるが、PKA によって
リン酸化されると HSL と連動して、脂肪滴を囲んでいたペリリピンも細胞質に移動し、HSL と TG
が接しやすい環境を作る 117-119)。また、HSLには脂肪細胞型脂肪酸結合タンパク(aP2)が結合しており、
TG の加水分解によって生成された脂肪酸は aP2 により輸送されるが 120)、脂肪細胞外への脂肪酸の
放出に関しては、まだ、脂肪酸トランスポーターを通過する報告はされておらず、不明な点が多い。
脂肪細胞内にグリセロールキナーゼが存在しないため、グリセロールは脂肪細胞の細胞膜に存在する
AQP7を通過して、肝臓や筋肉に運ばれ、代謝されると考えられる 74)。一方で、インスリンやプロス
タグランジン E2(PGE2)、ニコチン酸、アデノシンは cAMPの産生を抑制するため、TGの分解を抑制
する 114)。インスリンは、cAMPを 5´AMPに分解するホスファチジエステラーゼ 3Bの活性を促進し
たり、lipotransinとHSLの結合を強固にすることにより、TGの分解を抑制すると考えられている 121)。 
 
1.12. メタボリックシンドローム 
メタボリックシンドロームとは、肥満症、糖尿病、高血圧、高脂血症の代表的な生活習慣病が、一
個人に重複して発症する状態のことをいう。これらの疾患は、個別にも動脈硬化性疾患の発症リスク
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とされてきたが、重積するとさらにそのリスクが高まることがわかっている。これまで、メタボリッ
クシンドロームの基本的な構成要素としてどの疾患を取り上げるかについては提唱者によって、若干
のずれがあったものの 4, 6-8)、基本的には、肥満、インスリン抵抗性、糖尿病、高血圧、高脂血症を軸
としており、現在確立されているメタボリックシンドロームの構成要素はこれらの疾患に集約されて
いる。メタボリックシンドローム発症の起点は肥満であると考えられている。肥満、特に内臓脂肪型
肥満がメタボリックシンドローム発症の上流に位置し、肥満によって生じたインスリン抵抗性により、
糖尿病、高血圧、高脂血症が引き起こされる 4, 5)。そして、糖尿病、高血圧、高脂血症が動脈硬化性
疾患の発症・進展に大きな働きをしていると考えられている 6-9)。 
現在は、メタボリックシンドロームのリスクが認識され、日本では 2005年に日本内科学会が中心
となって、メタボリックシンドロームの診断基準を決定した 122)。この診断基準は、かかりつけ医や
企業診所、保健所などでも容易に用いることができるように作られており、厚生労働省もこの基準に
基づいてメタボリックシンドローム該当者の推定数を割り出している。この診断基準の特徴は内臓脂
肪型肥満を重要視し、ウエスト周囲径が、男性 85 cm以上、女性 90 cm以上を診断のための必須条件
にした点である。腹部 CTによる内臓脂肪面積 100 cm2以上では、健康障害の合併症が増加すること
が以前から知られており、これに相当するウエスト周囲径として、その数値が採用された。このウエ
スト周囲径に加えて、空腹時高血糖、高血圧、高脂血症の 3項目のうち、2項目以上該当すれば、メ
タボリックシンドロームと診断される。 
厚生労働省が平成 19年に実施した国民健康・栄養調査によると 17)、メタボリックシンドロームに
深く関係している上半身肥満(内臓脂肪型肥満)の疑いのある 20歳以上の人(BMI≧25 kg/m2 男性:腹
囲≧85 cm、女性:腹囲≧90 cm)の割合は、男性 29.3%、女性 14.2%であった。年齢別で見てみると、
男性では 50～59歳で最も高く 34.4%、20～29歳で最も低い 18.9%であり、女性の場合、年齢ととも
に上半身肥満の疑いのある割合は高くなっている。 
 
1.13. アディポサイトカイン 
メタボリックシンドロームと動脈硬化性疾患の発症には、肥満が非常に重要なファクターであるこ
とを前述したが、これは、脂肪組織から分泌されるアディポサイトカインと呼ばれる生理活性物質が
深く関与しているからである。通常アディポサイトカインの分泌は正常に保たれているが、脂肪細胞
が肥大化すると、その分泌バランスが崩壊し、その結果、メタボリックシンドロームの発症・進展に
つながるとされる。また、皮下脂肪型肥満よりも、内臓脂肪型肥満の方がメタボリシックシンドロー
ムを発症しやすいと言われている。この理由として、内臓脂肪組織からの方がメタボリックシンドロ
ームに関わるアディポサイトカインが多く分泌されていること、このようなアディポサイトカインが
門脈に流入し、肝臓に直接作用すること、さらには、中性脂肪が蓄えられやすく、かつ、分解されや
すいことが考えられている 123)。代表的なアディポサイトカインを Table 2にまとめた。 
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1.14. ヘルスフードとは 
肥満を予防・改善するには、食生活の改善や医薬品による処方、運動不足の解消によって摂取エネ
ルギーと消費エネルギーのアンバランスを修正することである。しかし、忙しい現代社会において、
食生活の改善や運動の習慣をつけることは困難であるし、薬による処方は、副作用が伴い、コストが
かかってしまう。そこで、普段の食生活にヘルスフードを取り入れ、肥満を未然に予防する、肥満を
悪化させないようにするといった予防医学的な食生活を目指すことが 1 つの実行しやすい改善策で
あると考えている。 
ここでいうヘルスフードとは単に健康食品ではなく、以下の条件を満たしたものを言う 124)。 
1. 有効性が科学的に証明されている(ヒト臨床試験で有意差がある)。 
2. 安全性が確保されている(できれば食経験があることが望ましい)。 
3. 作用メカニズムが解明されている、あるいは推定可能である。 
これらの条件が十分に満たされたものを信頼のおける機能性食品素材と評価すべきであり、今日の
肥満対策として有用になりうると考えている。 
 また、肥満を予防・改善するためのヘルスフードの作用メカニズムとして考えられるのは、TGの
吸収を抑制する、脂質代謝を亢進させる、摂取カロリーを制限する、満腹中枢を刺激する、TGの蓄
積を抑制するの 5点が考えられる。食品の場合、摂取する量が制限されることがないため、できるだ
け副作用の少ないヘルスフードを開発する必要があり、食経験がある素材、あるいは、体外、すなわ
ち、消化管内で抗肥満作用を発揮する素材を選択すべきであると考えている。現在、肥満の予防・改
善をターゲットにした食品素材を作用メカニズムとともに Table 3に示したが、肥満者が年々増え続
けているという現状を踏まえると、特有の作用メカニズムをもつ、あるいはより効果的なヘルスフー
ドが求められており、新たに抗肥満作用を有する素材を発見することが重要であると考えられている。 
 
1.15. ドクダミ(Houttuynia cordata Thunb) 
以上のことを踏まえて、抗肥満作用を有する新規食品素材を探索することが非常に重要であると考
え、私はマウスを用いた in vivoの実験において、消化管内で抗肥満作用を発揮すると考えられる TG
吸収抑制作用に着目し、コーン油負荷時における血中 TG値の上昇抑制作用を指標として、約 100種
類の天然物抽出物、あるいは、そのままの素材でスクリーニングを行った。その結果、ドクダミ、と
ろろ昆布、コガネタケヤシの 3種類のサンプルで、TG吸収抑制作用を見出したので、これらのサン
プルを順に紹介する(Fig. 1)。 
 ドクダミ(Houttuynia cordata Thunb)は、ドクダミ科ドクダミ属の植物で、日本、中国、韓国の東ア
ジアに広く分布している。葉はハートの形をしており、6～7 月にかけて 4 枚の白い苞の中央に黄色
い花を穂状に多数咲かせるが、独特の臭気がある。これは、ドクダミに含まれるデカノイルアセトア
ルデヒドとラウリルアルデヒドといった脂肪族アルデヒド 125)によるもので、乾燥させると分解され
てほとんど無臭になる。ドクダミを天日干ししたものを十薬、または、重薬といい、伝統的な民間薬
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として用いられてきた。効能としては、利尿作用、抗菌作用、解毒作用がある 126)。ドクダミには、
脂肪族アルデヒド以外にも、クエルセチン、イソクエルセチン、ルチン等のフラボノイド 127)や、ア
リストラクタム B、ノルセファラジオン B、スペンディジン等のアルカロイドが含まれていることが
報告されている 128)。また、ドクダミの生理活性作用としては、抗酸化作用 154)、抗ウイルス作用 129)、
抗菌作用 130)、血圧低下作用 131)、抗炎症作用 132, 133)が報告されているが、抗肥満作用に関する報告は
されていない。 
 
1.16. とろろ昆布 
とろろ昆布は、昆布の表面を糸状に細く削ったもので、日本の伝統的な昆布加工食品で、原料昆布
から、酢液処理－切断－砂落し－圧搾成形－切削のプロセスを経て製造される。とろろ昆布の原料と
して、主にマコンブ(Laminaria japonica Areschoug)とリシリコンブ(Laminaria ochotensis Miyabe)が使わ
れている。 
マコンブは形が整い、また品質佳良な昆布で、学術的にも、また、水産利用上からも日本の最も代
表的な種類として有名である。北海道の室蘭から東北地方の三陸海岸までの太平洋及び津軽海峡一帯
に広く分布している 134)。 
 リシリコンブはマコンブとともに優れた品質を持つことで有名である。これらの昆布はその形態的
特徴が非常によく似ているため、リシリコンブはマコンブと同じ、あるいはその変種という説もある
が、強いてマコンブと比較すると、一般に葉体が小さめであること、葉幅が狭くて 20 cmを超えるも
のが少ないこと、葉の基部が 2年目葉体でも円形でなく、くさび状に細くなるものがあること、色が
黒みを帯び、質が硬いことなどがある。また、は味やだしの点でも明らかな差があり、マコンブはご
く上品な甘味があり、清澄で淡白なだしが出るのに対し、リシリコンブは甘味とともに産地により適
度な塩味を含み、味が濃く香りがよいなど独特の風味を持っている。リシリコンブの分布は北海道の
利尻、礼文両島を中心に宗谷、留萌地方を主産地としオホーツク海沿岸各地から知床岬を越え羅臼地
方の一部にまで及んでいる 135)。 
 コンブ科植物はアルギン酸やフコイダン等の水溶性食物繊維やまた、フコステロールやフコキサン
チンの脂溶性成分も含まれている 136-138)。コンブ科植物の抽出物や成分には抗ガン作用 139-142)、抗酸
化作用 143)、血糖値上昇抑制作用 144-146)、抗ウイルス作用 147)、コレステロール排泄作用 143, 144)、免疫
賦活作用 148, 149)、脂肪細胞分化抑制作用 150)、抗炎症作用 151)等の生理活性作用が報告されているが、
抗肥満作用の報告はされていない。 
 
1.17. コガネタケヤシ(Chrysalidocurpus lutescens Wendl.) 
コガネタケヤシ(Chrysalidocurpus lutescens Wendl.)は、ヤシ科タケヤシ属の常緑小高木であり、原産
地がマダガスカル島である。コガネタケヤシは Fig. 1のような外観をしており、高さは 3～8 mほど
の小型のヤシで、下部より分岐してそう生する。葉は淡緑色をしており、小葉を 40～60枚ほど対生
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させる。白色の花を咲かせて、果実は卵形で、黒紫色をしている。生育は早いが、耐寒性は弱く、越
冬温度は 7～10°C以上は必要であるとされている 152)。観葉植物として広く普及しているが、食経験
はなく、生理活性作用の報告もされていない。 
 
1.18. 本研究の目的 
これまで、述べてきたように、肥満は死亡リスクの高い動脈硬化性疾患の発症・進展につながるメタ
ボリックシンドロームを引き起こす。また、肥満者数が年々増加傾向にある背景から、肥満を予防・
改善する新しいヘルスフードを世の中に輩出し、予防医学的な食生活に貢献することが重要と考えて
いる。そこで、本研究では、マウスを用いた in vivoの試験によって TG吸収抑制作用を見出したドク
ダミ、とろろ昆布、コガネタケヤシに関して、その作用メカニズムの解明、抗肥満作用に関与する脂
肪細胞への TG 蓄積作用の確認、活性成分の構造決定、抗肥満作用の確認を行うことを目的とした。
この 3種類のうち、ドクダミが珍しい TG吸収抑制作用メカニズムを有していたこと、活性成分も未
解明であること、さらには、食経験があることから、主にドクダミに関して研究を行った。 
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第 1章の図表 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Houttuynia cordata Thunb 
 
 
Chrysalidocurpus lutescens Wendl. 
                        
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tororokombu 
 
 
Fig. 1 Pictures of Houttuynia cordata, Tororokombu, and Chrysalidocurpus lutescens 
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Table 1. Classification of Obesity by BMI 
BMI Japanese standard WHO standard 
<18.5 Underweight Underweight 
18.5≦  <25 Normal range Normal range 
25≦  <30 Obese class I Pre-obese 
30≦  <35 Obese class II Obese class I 
35≦  <40 Obese class III Obese class II 
≧40 Obese class IV Obese class III 
Body weight [kg] 
(Body height [m])2 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
BMI (Body Mass Index) =  
22 
 
Table 2. Adipocytokines and Their Functions Involved in Metabolic Syndrome 
Adipocytokines Functions 
Tumor necrosis factor-α 
(TNF-α) 
The inhibition of insulin signal by JNK activation153) 
Monocyte chemoattractant protein-1 
(MCP-1) 
The increase of blood NEFA level, and the expression of 
inflammatory cytokines such as TNF-α and IL-6 154) 
Resistin 
The suppression of glucose uptake in myocytes and 
adipocytes155, 156), the enhancement of hepatic  
gluconeogenesis157) 
Plasminogen activator inhibitor-1 
(PAI-1) 
The inhibition of plasminogen activator158) 
Angiotensinogen 
The increase of blood pressure in renin- angiotensin 
system159) 
Interleukin-6 
(IL-6) 
The inhibition of insulin signal via the enhancement of 
the suppressor of cytokine signaling 3 (SOCS3) 
expression in myocytes and adipocytes 160, 161) 
Retinol binding protein 4 
(RBP4) 
The increase of hepatic PEPCK level, the inhibition of 
insulin signal in skeletal muscle162) 
Leptin 
The enhancement of energy expenditure, the reduction of 
feeding behavior163) 
Adiponectin 
The activation of PPARα and AMP-activated protein 
kinase (AMPK)164-168) 
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Table 3. Food Materials and Components for Prevention and Reduction of Obesity 
Food materials Main mechanism of anti-obesity effects 
Oolong tea polymerized polyphenols Inhibition of lipase activity 169, 170) 
Astaxanthin Enhancement of lipid metabolism171) 
Medium-chain fatty acids Improvement of β-oxidation efficiency 172) 
L-carnitine 
β-oxidation enhancement 173), downregulation of 
adipogenesis-related gene expression, and upregulation 
of lipolysis-related gene expression174) 
Chitosan Inhibition of lipase activity 175) 
Capsaicin 
Inhibition of adipocyte defferentiation176) and increase of 
oxygen consumption via β-adrenergic action 177) 
Catechins 
Stimulation of lipid catabolism 178), Inhibition of 
adipocyte defferentiation 176), and facilitation of 
adiponectin expression and secretion 179) 
Citrin 
Inhibition of adipogenesis by suppressing C/EBPα 
expression180) 
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第 2章 ドクダミの抗肥満作用 
 
2.1 はじめに 
ドクダミは、リパーゼ活性を阻害せず、リパーゼによって加水分解された TG代謝産物である遊離
脂肪酸(NEFA)とグリセロールの吸収を抑制することにより、TGの吸収を抑制することを明らかにし
た。また、マウス由来の白色脂肪前駆細胞株である 3T3-L1 細胞を用いて、TG の蓄積を抑制するこ
とも確認された。本章では、ドクダミの TG代謝産物の吸収抑制作用のメカニズムと活性成分の構造、
TG蓄積抑制作用のメカニズム、抗肥満作用について検討を行った。 
 
2.2 実験方法 
2.2.1 試薬 
DMEM 培地粉末、0.25% トリプシン-EDTA、RNaseOUT Recombinant Ribonuclease Inhibitor、M-MLV 
Reverse Transcriptaseは、インビトロジェン株式会社から購入した。また、フリーグリセロール試薬、
DIDS disodium salt、Thiazolyl blue tetrazolium bromide、イソプロテレノール塩酸塩はシグマアルドリ
ッチ株式会社から購入した。さらに、Lipase Kit S、豚由来の膵リパーゼ、仔牛血清(CS)、牛胎児血清
(FBS)、GPDH活性測定キット、RNAiso Plus、rTaq DNA Polymeraseはそれぞれ DSファーマバイオメ
ディカル株式会社、ICNバイオメディカルズ株式会社、三光純薬株式会社、Tissue Culture Biologicals、
株式会社プライマリーセル、アプライドバイオシステムジャパン株式会社、東洋紡株式会社から購入
した。その他の試薬は和光純薬株式会社から購入した。 
 
2.2.2 実験動物 
 実験動物は日本エスエルシー株式会社から購入した Slc:ddYマウスを用いた。これらの実験動物は
12 時間の昼夜サイクル(明期 8:00～20:00)、温度 24±1°C、湿度 50±10%の条件下で飼育し、飼料と水
は自由摂取させた。標準飼料はラボMRストック(日本農産工業株式会社)を使用した。また、本研究
は、実験動物の飼養及び保管並びに苦痛の軽減に関する基準(平成 18年 4月 28日、環境省告示 88号)
と東京海洋大学規定の動物実験等取り扱い規則を遵守し、動物実験を行った。 
 
2.2.3 抽出物の調製 
ドクダミは東京海洋大学品川キャンパス内で 6月から 8月にかけて採取した。抽出には葉の部分を
用い、生葉の重量の 10 倍量(v/w)の蒸留水、メタノール(MeOH)、エタノール(EtOH)で抽出した。蒸
留水の場合は、100°Cで 1時間の熱水抽出を行い、MeOH と EtOHの場合は、常温で 2～7日間付け
込んで抽出した。この抽出操作は 2回行った。抽出液をろ過して、減圧濃縮と凍結乾燥によって、抽
出物を得た。また、ドクダミ葉熱水抽出物はこれ以降便宜上WEHと略記することにした。 
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×100 
2.2.4 TG負荷試験 
 6週齢、雄性の Slc:ddYマウスを標準飼料で 1週間予備飼育した後、24時間絶食させて実験を行っ
た。平均体重がほぼ等しくなるように、コントロール群とサンプル投与群に群分けした(n=8)。WEH
メタノール抽出物(MEH)、エタノール抽出物(EEH)の活性を比較する場合は、サンプルの濃度を 1,000 
mg/kgに設定して強制経口投与を行い、すぐにコーン油(8 ml/kg)を強制経口投与した。また、投与量
依存性を確認するために、コントロール群(Control)と、WEH 250 mg/kg投与群(250 mg/kg)、WEH 500 
mg/kg投与群(500 mg/kg)、WEH 1,000 mg/kg投与群(1,000 mg/kg)の 4群に分け、それぞれ蒸留水(20 
ml/kg)、WEH(250、500、1,000 mg/20 ml/kg)を強制経口投与した後、すぐにコーン油(8 ml/kg)を強制経
口投与した。投与開始直前(0時間目)と投与開始後 1時間おきに尾採血を 8時間目まで行った。採血
した血液は 1,400×gで 1分間遠心分離した。血中 TG値は、遠心分離して得られた血漿を用いて、ト
リグリセライド E-テストワコーで測定した。 
 
2.2.5 膵リパーゼ活性阻害の測定 
リパーゼ阻害活性試験は、Lipase Kit Sを用いて測定した。膵リパーゼ液は膵リパーゼを使用し、1 
unit/mlとなるように調製した。96ウェルプレートに 5 μlの酵素液、2 μlのエステラーゼ阻害剤、発
色液 73 μlを入れて混合し、30°Cで 5分間プレインキュベートした。その後、サンプル溶液、あるい
は、コントロールとして 10 μlの蒸留水、または、MeOHを加えて、さらに、10 μlの基質液を加えて
よく混合してから、30°C、遮光下で 30分間インキュベートした。200 µlの反応停止液を加え、405 nm
で吸光度を測定した。また、反応停止液を加えた後に基質液を加えたものをブランク溶液とした。 
コントロールの反応率を 100%として、反応率(%)を次式のように算出した。 
(サンプル溶液を加えた反応液の吸光度)－(サンプル溶液を加えたブランク溶液の吸光度) 
(コントロールの反応液の吸光度)－(コントロールのブランク溶液の吸光度) 
 
2.2.6 オレイン酸・グリセロール負荷試験 
6週齢、雄性の Slc:ddYマウスを標準飼料で 1週間予備飼育した後、24時間絶食させて実験を行っ
た。平均体重がほぼ等しくなるように、コントロール群(Control)、WEH 投与群(WEH)の 2 群に分け
た(n=6, 8)。 
オレイン酸を負荷する場合、コントロール群、WEH投与群に、それぞれ蒸留水(20 ml/kg)、WEH(1,000 
mg/20 ml/kg)を強制経口投与した後、すぐにオレイン酸(8 ml/kg)を強制経口投与した。投与開始直前
(0時間目)と投与開始後 1時間おきに尾採血を 8時間目まで行った。 
また、グリセロールを負荷する場合、3% (v/v)グリセロール溶液を調製し、グリセロール溶液(20 
ml/kg)のみ、あるいは、WEHを懸濁させたグリセロール溶液(1,000 mg/20 ml/kg)を強制経口投与した。
投与開始直前(0分目)と投与開始後 15分、30分、60分、120分目に尾採血を行った。 
得られた血液は 1,400×gで 1分間遠心分離した。血中の TG値と NEFA値、グリセロール値は、遠
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心分離して得られた血漿を用いて、それぞれトリグリセライド E-テストワコーと NEFA C-テストワ
コー、フリーグリセロール試薬を用いて測定した。 
 
2.2.7 腸管内に残存するオレイン酸とグリセロールの定量 
まず、オレイン酸とWEHを均一に腸内に注入できるように、エマルションを作製した。1 mlのオ
レイン酸と 5 mlの蒸留水と 580 mgのコール酸ナトリウムを混合し、WEH非添加と 300 mgのWEH
添加処理の2種類のエマルションを調整し、一晩37°C、180 rpmで振とうさせた。6週齢、雄性のSlc:ddY
マウスを標準飼料で 1 週間予備飼育した後、24 時間絶食させて実験を行った。平均体重がほぼ等し
くなるように、コントロール群(Control)、WEH投与群(WEH)の 2群に分けた(n=3, 5)。 
NEFAを注入する場合、コントロール群、WEH投与群に、それぞれ 1 ml のWEH非添加のエマル
ション、WEHを添加したエマルションを胃の下端部から切り込みを入れてゾンデで注入し、すぐに
エマルションで満たされた部分の腸管の両端を縫合糸で縛った。20 分後、縛った部位を摘出した。
摘出した腸内の内容物を 5 mlの生理食塩水で洗い流した。得られた内容物に 4 mlのヘキサンを加え
て、20°C、800×gで 30分間遠心分離し、上層を回収した。さらに、同じ回収操作を 2回繰り返した。
回収した上層を乾燥窒素ガスで脱溶媒し、1 ml のイソプロパノールを加え、これを NEFA 測定溶液
とした。 
また、グリセロールを注入する場合も同様に、コントロール群、WEH投与群に、3%(v/v)グリセロ
ール溶液を調整して、グリセロール溶液のみ、あるいは、WEHを懸濁させたグリセロール溶液を 1 ml
注入した。15分後、縛った部位を摘出し、腸内の内容物を 5 mlの生理食塩水で洗い流した。得られ
た内容物を減圧濃縮と凍結乾燥によって、完全に乾固し、4 mlのイソプロパノールを加えて、20°C、
800×g で 30 分間遠心分離し、上清を回収した。得られた上清を減圧濃縮と凍結乾燥によって、完全
に乾固し、1 mlの蒸留水を加えて、これをグリセロール測定溶液とした。 
 得られた測定溶液から、それぞれ NEFA C-テストワコーとフリーグリセロール試薬を用いて測定し
た。 
 
2.2.8 FAT/CD36阻害試験 
6週齢、雄性の Slc:ddYマウスを標準飼料で 1週間予備飼育した後、24時間絶食させて実験を行っ
た。平均体重がほぼ等しくなるように、ブランク群(Vehicle)、コントロール群(Control)、DIDS disodium 
salt 62.5 μmol/kg投与群(LD)、DIDS disodium salt 250 μmol/kg投与群(HD)、WEH 500 mg/kg投与群
(WEH)の 5群に分けた(n=6)。ブランク群には蒸留水(20 ml/kg)のみを強制経口投与し、それ以外の群
は、上記した順に蒸留水(20 ml/kg)、DIDS disodium salt (62.5 μmol/20 ml/kg)、DIDS disodium salt (250 
μmol/20 ml/kg)、WEH(500 mg/20 ml/kg)を強制経口投与した後、すぐにオレイン酸(8 ml/kg)を強制経口
投与した。投与開始直前(0時間目)と投与開始後 2時間おきに尾採血を 8時間目まで行った。得られ
た血液は 1,400×gで 1分間遠心分離した。血中 NEFA値は、遠心分離して得られた血漿を用いて NEFA 
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C-テストワコーで測定した。 
 
2.2.9 AQP阻害試験 
6週齢、雄性の Slc:ddYマウスを標準飼料で 1週間予備飼育した後、24時間絶食させて実験を行っ
た。平均体重がほぼ等しくなるように、コントロール群(Control)、CuSO4 50 μmol/kg投与群(LC)、CuSO4 
200 μmol/kg投与群(HC)、WEH 500 mg/kg投与群(WEH)の 4群に分けた(n=4)。この順に 3% (v/v)グリ
セロール溶液(20 ml/kg)のみ、あるいは、CuSO4 (50 μmol/20 ml/kg)、CuSO4 (200 μmol/20 ml/kg)、
WEH(500 mg/20 ml/kg)を溶解させた 3% (v/v)グリセロール溶液を強制経口投与した。投与開始直前(0
分目)と投与開始後 15分、30分、60分目に尾採血を行った。得られた血液は 1,400×gで 1分間遠心
分離した。血中グリセロール値は、遠心分離して得られた血漿を用いて、フリーグリセロール試薬で
測定した。 
 
2.2.10 活性成分の分画と精製 
15 g のWEHに 750 mlの蒸留水を加えてよく攪拌させ、さらに、等量のMeOHを加えて、よく攪
拌させ、24時間室温で静置させた。減圧ろ過によって、50% MeOH可溶画分と不溶画分に分けた。
次に、50% MeOH可溶画分に 10倍量(v/w)の 100% MeOHを加えて、よく攪拌させ、24時間室温で
静置させた。減圧ろ過によって、100% MeOH可溶画分と不溶画分に分けた。 
100% MeOH不溶画分は、10% MeOHで 10 mg/mlに調製し、14,300×g、4°Cで 10分間遠心分離し、
上清と残渣に分けた。得られた上清をコスモシール 75C18-OPNのオープンカラムによって分画した。
まずは、5 vol.の 10% MeOHを流し、次に 4 vol.の 100% MeOHを流して、それぞれのフラクション(Fr.)
を Fr. I-1、Fr. I-2とした。また、遠心によって、得られた残渣は Fr. I-3とした。さらに、Fr. I-1は、
H2Oで 33.5 mg/mlに調整し、14,300×g、4°Cで 10分間遠心分離し、上清と残渣に分けた。得られた
上清を活性炭のオープンカラムによって分画した。1/2 vol.の H2O、3 vol.の H2O、2 vol.の 10% MeOH、
4 vol.の 25% MeOHと 50% MeOH、4 vol.の 100% MeOHの順に流して、それぞれの Fr.を Fr. I-1-0～Fr. 
I-1-5として、遠心によって、得られた残渣は Fr. I-1-6とした。 
また、100% MeOH可溶画分は、H2Oで 20 mg/mlに調製し、コスモシール 75C18-OPN(ナカライテ
クス株式会社)のオープンカラムによって分画した。2 vol.の H2O、3/2 vol.の 25% MeOH、2 vol.の 100% 
MeOHを順に流して、それぞれの Fr.を Fr. S-1～Fr. S-3とした。Fr. S-2は 10% MeOHで 100 mg/mlに
調製し、Sep-Pak Vac C18 3cc カラムに通した。SeP-Pakカラムに通した溶液を HPLCによって分画し
た。HPLCのカラムは Develosil RPARUEOUS-AR-5 (20×250 mm、野村化学株式会社)を用いて、流速
5.0 ml/min、展開溶媒 10% MeOHの条件下で、2mlの上清をインジェクトした。分画は 215 nmの検
出により行い、ピークに基づいて、Fr. S-2-1～Fr. S-2-4に分けた。 
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2.2.11 活性成分の構造決定 
 活性成分の構造は各種分析機器を用いて同定した。1H核磁気共鳴スペクトル(1H NMR)はブルカー
(株)AV400M 型装置(400 MHz)を用いて測定し、化学シフト値は測定溶媒の残留プロトンのシグナル
を内部標準[D2O (4.87 ppm)]として、ppmで記載した。スピン結合定数 Jは Hzで記載した。 
 13C核磁気共鳴スペクトル(13C NMR)はブルカー(株)AV400M型装置(100 MHz)を用いて測定し、化
学シフト値は ppmで記載した。多重度は HMQCスペクトルにより推定した。 
 二次元核磁気共鳴スペクトルはブルカー(株)AV400M 型装置(400 MHz)を用いて、以下の条件で測
定した。 
1. COSY：データポイント数(512×128) 
2. HMQC：データポイント数(512×128), Δ1=1/2J=180 ms [1JCH=145 Hz] 
3. HMBC：データポイント数(512×128), Δ1=1/2J=83 ms [2, 3JCH=6 Hz] 
 
2.2.12 細胞培養 
マウス由来の白色前駆脂肪細胞株である 3T3-L1細胞は、財団法人ヒューマンサイエンス振興財団
研究資源バンクから購入した。細胞培養の培地は 10% CSを含むDMEM培地(DMEM/10% CS)を用い、
50 ml用の培養フラスコに 5 mlの細胞懸濁液(5.0×104 cells/ml)を加えて、培養した。コンフルエント
になったら、培地をアスピレーターで除去し、6 mlのリン酸緩衝液(PBS(-))を加えて、細胞を洗った。
この洗浄操作は 2回行った。PBS(-)を除去したのちに、1 mlの 0.25% トリプシン EDTAを加えて、
室温で 5 分間静置させたのちに培養細胞を揺すって、細胞をはがした。培養フラスコに 9 ml の
DMEM/10% CSを加えて、50 ml用のファルコンチューブに移した。ピペッティングをしたのちに、
室温、250×gで、5分間遠心分離を行った。培地を除去し、トリプシン EDTAを洗浄するために、10 
mlの DMEM/10% CS を加えてピペッティングをしたのちに、室温、250×gで、5分間遠心分離を行
った。この洗浄操作はもう 1回行った。培地を除去し、DMEM/10% CSを加えて細胞懸濁液(5.0×104 
cells/ml)を調整し、細胞継代のためにその細胞懸濁液を 50 ml用の培養フラスコに 5 ml入れて、培養
した。 
また、MTTアッセイ、オイルレッド O染色、GPDH活性の測定、中性脂肪分解活性の測定のため
に、24ウェルプレートに細胞懸濁液(2.5×104 cells/ml)を 400 µlずつ各ウェルに分注し、培養した。ま
た、Total RNA抽出用に細胞懸濁液(2.5×104 cells/ml)を 50 ml用の培養フラスコに 5 ml入れて、培養し
た。3T3-L1前駆脂肪細胞の分化誘導のために、0.25 µM デキサメタゾン(DEX)、0.5 mM イソブチル
メチルキサンチン(IBMX)、10 µg/ml インスリンを含む DMEM/10% FBSで 2日間培養した。この期
間は TG を合成する準備期間であるため、TG 合成準備期と称することにした。その後、Total RNA
抽出のための実験では、6日間、それ以外の実験では、10日間、5 µg/mlインスリンを含む DMEM/10% 
FBSで培養した。この期間は実際に TGを合成する期間であるため、TG合成期と称することにした。
TG合成期では培地を 2日おきに交換した。TG合成準備期と TG合成期の両期間に、あるいは、どち
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らかの期間だけにWEH (12.5～200 µg/ml)を添加し、TG蓄積に及ぼす影響について検討を行った。ま
た、GPDH活性の測定では、10日間の TG合成期のみにWEH (12.5～200 µg/ml)を添加した細胞を用
い、TG分解活性の測定では、2日間の TG合成準備期と 10日間の TG合成期において、WEHを添加
していない細胞を用いた。 
 
2.2.13 MTTアッセイ 
3T3-L1 細胞の生存率を測定するために MTT アッセイを行った。24 ウェルプレートの各ウェルに
入った培地を除去し、500 µlの PBS(-)を加えて洗浄した。PBS(-)を除去したのち、200 µl のMTT溶
液(0.5 mg/ml Thiazolyl blue tetrazolium bromide)を加えて、37°Cで 1時間インキュベートした。MTT溶
液を除去し、2 mlの DMSOを加えて、細胞から色素を抽出した。各ウェルの色素抽出液を 200 µl採
って、96ウェルプレートに移して、プレートリーダーで 550 nmの吸光度を測定した。 
 
2.2.14 オイルレッド O染色 
3T3-L1細胞の脂肪滴を染色するためにオイルレッド O染色を行った。オイルレッド O染色原液(3 
mg/ml)を蒸留水と 6:4 で混合し、室温で 15 分間静置した。その後に、フィルターろ過を行って、オ
イルレッド O染色液を得た。24ウェルプレートの各ウェルに入った培地を除去し、500 µlの PBS(-)
を加えて洗浄した。PBS(-)を除去したのち、400 µlの 10%ホルマリンを加えて、室温で 15分間静置
させた。10%ホルマリンを除去し、500 µlの蒸留水を加えて洗浄した。蒸留水を除去したのち、500 µl
のオイルレッド O染色液を加えて、室温で 15分間静置させた。オイルレッド O染色液を除去し、500 
µlの 60%EtOHを加えて洗浄し、除去した。この洗浄操作をもう 1度行った。1 mlのイソプロパノー
ルを加えて、染色部を抽出し、550 nmの吸光度を測定した。 
 
2.2.15 GPDH活性の測定 
GPDH 活性の測定は GPDH 活性測定キットを用い、分光光度計(V-530、日本分光株式会社)を用い
て行った。24ウェルプレートの各ウェルに入った培地を除去し、500 µlの PBS(-)を加えて洗浄し、
除去した。この洗浄操作をもう 1度行った後に、800 µlの酵素抽出液を加えて、3T3-L1細胞を溶解
させ、1.5 ml用のエッペンドルフチューブに移した。各ウェルを 200 µlの蒸留水で洗浄し、この洗浄
液も細胞溶解液に混ぜた。冷水で満たした超音波破砕機で細胞を完全に破砕し、4°C、12,800×g で 5
分間遠心した時の上清を検体とした。 
350 µlの反応基質溶液を分光光度計用セルに入れ、25°Cで 5分間加温し、検体も 25°Cで加温した。
セルに 650 µlの検体を加えて、よく攪拌させ、340 nmの吸光度を測定開始後から 30秒おきに 3分間
測定し、1分間あたりの吸光度の変化量を(ΔOD)を求めて、次式により、GPDH活性を算出した。 
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GPDH活性(U/ml) = 
              ΔOD           反応総量[ml]      検体希釈率   
       6.22(NADHのミリモル分子吸光係数)    検体量[ml]     光路長[cm] 
 
2.2.16 TG分解活性の測定 
各ウェルの培地を除去して、500 µlの PBS(-)を加えて洗浄し、除去した。WEH非添加、あるいは
WEH添加処理(12.5～200 µg/ml)した 200 µlの DMEM(フェノールレッド不含)培地を加えた。1時間後
に培地を回収し、減圧濃縮と凍結乾燥によって、完全に乾固した。乾固物を 1 mlのイソプロパノー
ルを加えて、20°C、800×gで 30分間遠心分離し、上清を回収した。得られた上清を減圧濃縮と凍結
乾燥によって、完全に乾固し、100 µlの蒸留水を加えて、これを検体とした。中性脂肪の分解活性は、
検体中のグリセロール量を測定することで評価した。 
 
2.2.17 Total RNAの抽出 
3T3-L1細胞を PBS(-)で 2回洗浄して除去し、RNAiso Plusを 2 ml加え、細胞が完全に溶解するま
でピペッティングを行った。1.5 mlのエッペンドルフチューブに 1 mlずつ分注して、5分間常温で静
置させたのち、1/5量の 200 µlのクロロホルムを加えて、よく攪拌した。5分間常温で静置させたの
ち、12,000×g、4°Cで 15分間遠心分離を行った。上層(水層)を 600 µl採取して、新しい 1.5 mlのエッ
ペンドルフチューブに移し、等量のイソプロパノールを加えて、攪拌した。5分間常温で静置させた
のち、12,000×g、4°Cで 10分間遠心分離を行った。RNAを含む沈殿物を吸い込まないように、上清
を除去して、75%EtOH を加え、7500×g、4°C で 5分間遠心分離を行った。完全に上清を除去して、
100 µlのジエチルピロカーボネート(DEPC)処理水を加えて、沈殿物を溶解させ、これを Total RNA抽
出液とした。 
 
2.2.18 RT-PCRによる PPARγと C/EBPαの mRNAの測定 
Total RNA抽出液を 40倍希釈して、吸光度計で RNA濃度を測定した。8連 PCRチューブに以下の
試薬を加えて、よく混合し、PreMIXを作った。65°Cで 5分間MyCyclerサーマルサイクラー(バイオ・
ラッドラボラトリーズ株式会社)で加熱し、その後すぐに氷上で冷却した。Total RNA抽出液は Total 
RNAの量が 2 μgとなるように加えた。 
Total RNA抽出液  X µl 
50 µM Oligo (dT)20   1 µl 
10 mM dNTP mix  1 µl 
DEPC処理水  Y µl    
Total  12 µl/tube (X+Y=10) 
 
 ×  × 
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さらに、以下の試薬を加えて、37°Cで 50分間、70°Cで 15分間サーマルサイクラーを用いて cDNA
合成反応を行った。反応後は 80 µlの超純水を加えて、PCRまで、-20°Cで保管した。 
PreMIX   12µl 
5×First strand buffer   4 µl 
0.1M DTT   2 µl 
40 U/µl RNaseOUT Recombinant Ribonuclease Inhibitor  0.25µl 
200 U/µl MMLV RTase   0.5 µl 
DEPC処理水   1.25 µl    
Total   20 µl/tube 
 
また、PCR preMIXを以下のように調整した。 
超純水 X µl 
10×Buffer (+Mg) for rTAQ 2 µl 
2mM dNTPs 2 µl 
10 µM primer F 0.2 µl 
10 µM primer R 0.2 µl 
5 U/µl rTaq DNA Polymerase 0.1 µl 
cDNA Y µl    
Total 20 µl/tube (X+Y=15.5) 
 
サーマルサイクラーで PCR preMIXを 95°C で 5分間加熱し、95°C で 30秒間、58°C で 30秒間、
72°C で 1分間を 30サイクル反応させ、最後に 72°C で 5分間反応させた。また、プライマーは、以
下のものを用いた。 
センス PPARγ：5´-ACCACTCGCATTCCTTTGAC-3´ 
アンチセンス PPARγ：5´-TCAGCGGGAAGGACTTTATG-3´ 
センス C/EBPα：5´-TGCGTCTAAGATGAGGGAGTCA-3´ 
アンチセンス C/EBPα：5´-GGTGAGGACACAGACTCAAATCC-3´ 
センス GAPDH：5´-GTGGGGCGCCCCAGGCACCA-3´ 
アンチセンス GAPDH：5´-CTCCTTAATGTCACGCACGATTTC-3´ 
PCR産物はアガロースゲル電気泳動によって確認した。100 ml の TAEに 1 gのアガロース Sを加
えて、電子レンジで溶解させた。エチジウムブロマイドを 1 µl 加えて、よく攪拌させて、ゲル板に
流し込んだ。PCR産物 5 µlと 6×loading dye 1 µlをよく混合し、その混合物を電気泳動装置にセット
したゲル板のウェルにアプライした。100Vで 13分間、電気泳動し、254 nm下でバンドを可視化し
た。 
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2.2.19 高脂肪食由来の肥満モデルマウスを用いた抗肥満試験 
4週齢、雌性 Slc:ddYマウスを標準食で 1週間予備飼育した後、各群平均体重がほぼ等しくなるよ
うに、群分けを行った。飼料は AIN-93Mを基準にして作製した 181)。WEHの抗肥満試験では、標準
食群(ND)、高脂肪食群(HFD)、1%WEH を含む高脂肪食群(1%WEH)、2%WEH を含む高脂肪食群
(2%WEH)の 4群に分け、Table  4に示した飼料を与えた。 
体重と食餌摂取量の測定は週に 2回行い、77日間飼育した。飼育終了後に 24時間絶食し、尾採血
を行い、得られた血液は 1,400×g で 1 分間遠心分離した。血中の TG 値、総コレステロール(TC)値、
NEFA値、グリセロール値、血糖値は、遠心分離して得られた血漿を用いて、それぞれトリグリセラ
イド E-テストワコー、コレステロール E-テストワコー、NEFA C-テストワコー、フリーグリセロー
ル試薬、グルコース C-Ⅱテストワコーを用いて測定した。採血後、マウスを頸椎脱臼にて屠殺して、
解剖し、傍子宮脂肪組織、肝臓、脾臓、腎臓を摘出して、重量を測定した。肝臓は重量測定後すぐに
肝臓中の脂質を抽出・測定するまで-20°Cで保存した。 
 
2.2.20 肝臓中の脂質の抽出 
保存しておいた肝臓から Folch法 182)によって脂質を抽出した。肝臓を 0.1 g試験管に採って、Folch
溶媒(クロロホルム：メタノール＝2：1)を 4 ml加えた。ポリトロンホモジナイザー(ULTRA-DISPERSER 
LK-22、ヤマト科学株式会社)を用いて 1分間ホモジェナイズした後、各試験管に 0.5% 塩化ナトリウ
ム水溶液を 1 ml加えて撹拌させ、800×g、20°Cで 20分間遠心分離を行った。下層を採取し、再び Folch
溶媒を 3 ml加えて撹拌させ、800×g、10°Cで 20分間遠心分離を行った。この抽出操作は 2回行った。
採取した下層を乾燥窒素ガスで脱溶媒し、残った沈殿物に 1 mlのイソプロパノールを加えて、これ
を肝臓の脂質抽出液とした。この脂質抽出液からトリグリセライド E-テストワコー、コレステロー
ル E-テストワコーを用いて、肝臓に含まれる中性脂肪と TCを定量した。 
 
2.2.21 統計処理 
各値は平均値±標準誤差で表した。有意差検定は Studentの t-検定で評価し、p値が 0.05未満である
とき、有意差があると評価した。 
 
2.3 結果 
2.3.1 TG吸収抑制作用とそのメカニズム 
まず、WEH、ドクダミ葉の MeOH 抽出物(MEH)、EtOH 抽出物(EEH)の 3 種類の抽出物を用いて、
コーン油負荷時のマウスの血中 TG 値の測定を行った。WEH 群と MEH 群は、コントロール群と比
較して、それぞれ投与後 1～5時間目、1～3時間目にかけて、有意に血中 TG値の上昇が抑制された
(Fig. 2)。一方、EEH 群はコントロール群との間に血中 TG 値の変化に差がみられなかった。また、
AUCにおいても、WEH群とMEH群は、コントロール群と比較して、有意に低値を示したが、EEH
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群とコントロール群との間では AUC に差はみられなかった(Fig. 3)。これらの結果から、WEH が最
も TG吸収抑制作用が強いと考えられたため、これ以降のドクダミの研究はWEHを用いることとし
た。 
次に、WEHの投与量を、250、500、1,000 mg/kgに設定して、コーン油負荷時のマウスの血中 TG
値の測定を行った。WEH 250、500、1,000 mg/kg投与群はコントロール群と比較して、それぞれ投与
後 2、3時間目、1～3時間目、1～4時間目にかけて、有意に血中 TG値の上昇が抑制された(Fig. 4)。
また、AUCにおいても、すべてのWEH投与群は、コントロール群と比較して、有意に低値を示し、
投与量依存性も確認された(Fig. 5)。 
また、WEHの TG吸収抑制作用のメカニズムを解明するため、WEHが膵リパーゼ活性に及ぼす影
響について確認したところ、15.63～1,000 μg/ml の WEH の終濃度の範囲で膵リパーゼ活性に変化が
みられなかった(Fig. 6)。 
そこで、オレイン酸負荷時におけるマウスの血中 NEFA値と TG値に及ぼすWEHの影響を確認し
たところ、WEH 1,000 mg/kg投与群は、コントロール群と比較して、オレイン酸負荷時における血中
の NEFA値と TG値の上昇を、それぞれ投与後 1～3、8時間目と 1～4、8時間目で有意に抑制した(Fig. 
7、9)。また、WEH 1,000 mg/kg投与群の血中の NEFA値と TG値の AUCはともにコントロール群と
比較して、有意に低値を示した(Fig. 8、10)。同様に、グリセロール負荷時におけるマウスの血中グリ
セロール値と TG値に及ぼすWEHの影響を確認したところ、WEH 1,000 mg/kg投与群は、コントロ
ール群と比較して、投与後 15、30 分目でグリセロール負荷時における血中のグリセロール値と TG
値の上昇を有意に抑制した(Fig. 11、13)。また、WEH 1,000 mg/kg投与群の血中のグリセロール値と
TG値の AUCはともにコントロール群と比較して、有意に低値を示した(Fig. 12、14)。 
次に、マウスの腸管内にオレイン酸、あるいは、グリセロールを注入した時、腸管内に残存する
NEFA 量、グリセロール量に及ぼす WEH の影響について確認した。WEH 注入群はコントロール群
と比較して、オレイン酸注入時における腸管内残留 NEFA量が有意に高値を示した(Fig. 15)。同様に、
WEH注入群はコントロール群と比較して、グリセロール注入時における腸管内残留グリセロール量
が有意に高値を示した(Fig. 16)。 
さらに、オレイン酸負荷試験では、脂肪酸トランスポーターFAT/CD36の阻害剤である DIDS 
disodium saltを用いて実験を行った。DIDS disodium salt 62.5 μmol/kg投与群(LD)と 250 μmol/kg投与
群(HD)は、コントロール群(Control)と比較して、それぞれ投与後 2、6時間目と 2～6時間目において、
血中 NEFA値の上昇が抑制されており、AUCにおいても、有意に低値を示した。特に DIDS disodium 
salt 250 μmol/kg投与群では、ブランク群(Vehicle)との間で血中NEFA値にほとんど差がみられず、AUC
もほぼ同等の値を示した(Fig. 17、18)。また、WEH 500 mg/kg投与群(WEH)はコントロール群と比較
して、投与後 2、6時間目で有意に血中 NEFA値の上昇が抑制されており、AUCにおいても、有意に
低値を示した。 
同様に、グリセロール負荷試験では、グリセロール輸送チャネル AQPの阻害剤である CuSO4を用
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いて実験を行った。CuSO4 50 μmol/kg 投与群(LC)と 200 μmol/kg 投与群(HC)は、コントロール群
(Control)と比較して、それぞれ投与後 15分目と 15、30分目において、血中 NEFA値の上昇が抑制さ
れており、AUCにおいても、有意に低値を示した。特に CuSO4 200 μmol/kg投与群では、ほぼ完全に
血中グリセロール値の上昇が抑制されており、AUCもほぼ 0に近い値(9.9 ± 8.1 mg･min/dl)を示した
(Fig. 19、20)。また、WEH 500 mg/kg(WEH)はコントロール群と比較して、投与後 15分目で有意に血
中グリセロール値の上昇が抑制されており、AUCにおいても、有意に低値を示した。 
 
2.3.2 TG吸収抑制作用を有する活性成分の分画と構造決定 
 WEHの NEFA吸収抑制作用、あるいは、グリセロール吸収抑制作用を有する活性成分の分画をそ
れぞれ Fig. 21、22 に示したように行った。NEFA 吸収抑制作用が確認された画分をオレイン酸負荷
試験で追跡したところ、Fr. S-2-1(収率 1.4%)と Fr. S-2-3(収率 0.8%)にその活性が確認された。Fr. S-2-1
と Fr. S-2-3の活性を比較したところ、後者の NEFA吸収抑制作用の方が強力であったため、Fr. S-2-3
を各種分析機器によって構造の同定を試みたところ、5-カフェオイルシキミ酸(Compound 1)であるこ
とが確認された(Fig. 21)。 
同様に、グリセロール吸収抑制作用が確認された画分をグリセロール負荷試験で追跡した。Fr. I-1-0
～Fr. I-1-2の各分画物の単独投与ではグリセロールの吸収抑制作用が確認されなかったが、グリセロ
ール負荷試験でこれらの分画物を混合物を投与したところ、Fr.I-1と同程度の活性が確認された。炎
色反応、各種分析機器や TLCの分析から、Fr. I-1-0～Fr. I-1-2には Cu2+、あるいは、低分子のアミン
が含まれていることが確認された。 
 
2.3.3 TG蓄積抑制作用とそのメカニズム 
 まず、3T3-L1細胞の TG合成準備期と TG合成期の両期間においてWEHを添加したところ、WEH
はコントロールと比較して、25～200 µg/mlの範囲で 3T3-L1細胞における TGの蓄積率を有意に減少
させた。また、この範囲内でコントロールとの間で細胞生存率による有意差はみられなかった(Fig. 23)。 
そこで、TG 合成準備期、あるいは、TG 合成期のどちらかに WEH を添加し、3T3-L1 細胞におけ
る TG蓄積に及ぼす影響について確認した。WEH (12.5～200 µg/ml)を TG合成準備期のみに添加した
場合、コントロールとの間で、TG蓄積率と細胞生存率に変化が見られなかった(Fig. 24)。一方、WEH 
(12.5～200 µg/ml)を TG合成期のみに添加した場合、コントロールと比較して、WEHは 50～200 µg/ml
の範囲で 3T3-L1細胞における TGの蓄積率を有意に減少させた。また、この範囲内でコントロール
との間で細胞生存率による有意差はみられなかった(Fig. 25)。 
 次に、WEH (12.5～200 µg/ml)を TG合成期のみに添加した時の GPDH活性を測定したところ、WEH
はコントロールと比較して、50～200 µg/mlの範囲で 3T3-L1細胞における GPDH活性を有意に減少
させた。また、この範囲内でコントロールとの間で細胞生存率による有意差はみられなかった(Fig. 26)。 
 また、WEHの TG分解活性に及ぼす影響について確認した。WEH (200 µg/ml)の添加により、TG
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の分解活性と細胞生存率はコントロールとの間で変化が見られなかった。また、カテコールアミンの
一種で TGの分解活性を亢進させるイソプロテレノール(10 µM)の存在下でも、WEH (200 µg/ml)とコ
ントロールとの間で、TG分解活性と細胞生存率に変化は見られなかった(Fig. 27)。 
 さらに、PPARγと C/EBPαの mRNA発現量に及ぼすWEHの影響について確認したところ、WEH 
(100, 200 µg/ml)の添加によって、コントロールと比較して、PPARγと C/EBPαの mRNAの発現量は
濃度依存的に減少した(Fig. 28、29)。 
 
2.3.4 抗肥満作用 
 まず、高脂肪食を摂取させることにより、肥満モデルマウスを作製し、餌にWEHを混合すること
により、体重と食餌摂取量に及ぼす影響について検討を行った。高脂肪食(HFD)群は標準食(ND)群と
比較して、試験開始後 25日目から体重が増加した(Fig. 30)。また、1%、2%のWEHを含む高脂肪食
(1%、2% WEH)群は、HFD群と比較して、それぞれ試験開始後 70～77日目と 46、53～77日目で、
有意に体重の増加が抑制された。また、1%、2% WEH群と HFD群との間で食餌摂取量に差はほとん
どみられなかった(Fig. 31)。 
 次に、絶食時におけるマウスの脂質・糖質関連の血中パラメータを測定した。HFD 群は ND 群と
比較して、有意に血中の TG値、総コレステロール(TC)値、遊離脂肪酸(NEFA)値、グリセロール値、
グルコース値のすべての血中パラメータで、有意に高値を示した(Fig. 32～36)。また、1%、2% WEH
群は、HFD群と比較して、有意に血中の TG値、TC値、NEFA値、グリセロール値、グルコース値
のすべての血中パラメータの上昇を抑制し、血中 TC以外のパラメータでは投与量依存性も確認され
た。 
 また、解剖を行い、マウスの各臓器・組織の重量を測定した。HFD 群の傍子宮脂肪組織重量は、
ND群と比較して有意に増加した(Fig. 37)。また、1%、2% WEH群の傍子宮脂肪組織重量は、HFD群
よりも有意に低値を示し、投与依存性も確認できた。一方で、肝臓、脾臓、腎臓の重量は、4群間で
差が見られなかった(Table 5)。 
 さらに、肝臓中の脂質量を測定したところ、HFD 群の肝臓中の TG、TC の量は、ND 群と比較し
て有意に増加し(Fig. 41、42)、1%、2% WEH群の肝臓中の TG、TCの量は、HFD群よりも有意に低
値を示し、投与依存性も確認された。 
 
2.4 考察 
2.4.1 TG吸収抑制作用とそのメカニズム 
まず、ドクダミの抽出方法による活性を比較するために、ドクダミ葉の熱水抽出物(WEH)、メタノ
ール抽出物(MEH)、エタノール抽出物(EEH)の 3種類の抽出物を用いて、マウスにコーン油を負荷し
た時の血中 TG値に及ぼす影響について確認し、また、TGの総吸収量の指標として曲線下面積(AUC)
を求めた(Fig. 2、3)。この 3種類の中で、Fig. 2においてWEH群の投与後すべての測定点で血中 TG
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値の平均値が最も低く、Fig. 3においてWEH群の AUCが最も小さいことから、WEHが最も強力な
TG吸収抑制作用を有すると考えられる。また、WEHのコーン油負荷時における血中 TG値上昇抑制
作用の投与量依存性を確認するために、WEH 250、500、1,000 mg/kgの経口投与で評価した(Fig. 4、
5)。すべてのWEH群でコーン油負荷時における血中 TG値上昇抑制作用がみられ、AUCは投与量が
増加するにつれて減少しているため、投与量依存性があるものと考えられる。 
TG は、緒論の 1.4 で紹介したとおり、そのままの形では体内に取り込まれず、消化リパーゼによ
って加水分解される必要がある。TGは消化リパーゼによって 2-モノグリセリド、グリセロール、NEFA
に分解される。そして、これらの TG代謝産物が腸管上皮細胞の細胞膜から取り込まれて、TGが体
内に吸収されることになる。したがって、TG吸収抑制作用のメカニズムとして考えられるのは、リ
パーゼ活性の阻害と TG代謝産物の取り込み阻害である。そこで、まず、消化リパーゼの中で最も活
性が強く、かつ TG の分解に最も大きな役割を担っている膵リパーゼを用いて、WEH のリパーゼ活
性阻害活性を確認した(Fig. 6)。しかしながら、WEHには膵リパーゼ活性の阻害作用がみられなかっ
た。 
そこで、WEH には TG 代謝産物の取り込みの阻害作用があると考え、NEFA の一種であるオレイ
ン酸とグリセロールをマウスに負荷した時の血中パラメータの変化をみた。その結果、WEHはオレ
イン酸負荷時における血中の NEFA 値と TG 値の上昇を抑制し、血中の NEFA 値と TG 値における
AUCもともに低下させた(Fig. 7～10)。また同様に、WEHはグリセロール負荷時における血中のグリ
セロール値と TG 値の上昇を抑制し、血中のグリセロール値と TG 値における AUC もともに低下さ
せた(Fig. 11～14)。したがって、WEHは NEFAやグリセロールといった TGの代謝産物の吸収を抑制
していると考えられる。興味深いことに、オレイン酸のみ、あるいは、グリセロールのみを投与する
と、血中 TG値がそれぞれ血中の NEFA値とグリセロールの経時的変化に類似した形で変動している
ことである(Fig. 9、11)。オレイン酸のみを投与した時、TGを合成するためには不足したグリセロー
ルが必要であり、逆に、グリセロールのみを投与した場合は、不足した NEFAが必要である。血中に
はグリセロールと NEFAが存在するため、おそらくこれらは TGの生成材料として供給されると思わ
れる。また、グリセロールと NEFAはグルコースから合成することが可能であるため、肝臓中のグリ
コーゲン由来、あるいは、血中のグルコースからグリセロール 3-リン酸経路でグリセロールを合成
することも考えられるし、ACCや FAS等の脂肪酸合成関連酵素によって NEFAを合成することも考
えられる。さらに、脂肪細胞中の TGを分解して、グリセロールや NEFAを放出することで供給する
ことも可能であると考えられる。 
さらに、NEFAとグリセロールの腸管からの取り込み阻害作用を確実なものとするために、麻酔下
のマウスの腸管にオレイン酸、あるいは、グリセロールを注入し、WEHが腸管内の残留量に及ぼす
影響を検討した(Fig. 15、16)。WEHは腸管内に注入されたオレイン酸、あるいは、グリセロールの残
存量を増加させることがわかった。このことから、WEHは NEFAとグリセロールの腸管内から血中
への移行を抑制し、TG、あるいは、その代謝産物負荷時のそれらの血中濃度の上昇を抑制すること
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が考えられた。 
WEHは NEFAとグリセロールの吸収抑制作用を有することが確認されたことから、次にこれらの
取り込み機構に着目した。従来、NEFAとグリセロールは、腸管上皮細胞の刷子縁膜において拡散に
よって濃度勾配的に細胞内に取り込まれることが知られていたが、1990年代以降の研究により、
NEFAは FAT/CD36という脂肪酸トランスポーターを介して、また、グリセロールは AQP7というグ
リセロール輸送チャネルを介して、細胞内に取り込まれることが報告されている 59, 73, 79-81)。したがっ
て、WEHは拡散、あるいは、トランスポーターを介して、NEFAとグリセロールの取り込みを阻害
していることが考えられたため、FAT/CD36の阻害剤である DIDS disodium salt183)と AQPの阻害剤で
ある CuSO478, 80, 184)を用いた実験を試みた。本研究で実施しているオレイン酸負荷試験において、
NEFAの取り込み機構が十分に明らかにされていないため、まずは、DIDS disodium saltを用いて、
FAT/CD36の NEFAの取り込みに対する貢献度について検討を行った。DIDS disodium saltは、投与量
依存的にオレイン酸負荷時における血中 NEFA値の上昇を抑制することが確認された。特に DIDS 
disodium saltを高濃度(250 μmol/kg)で経口投与した場合、オレイン酸負荷時における血中 NEFA値の
上昇がほぼ完全に抑制されていることから、この実験系におけるオレイン酸の吸収は FAT/CD36を主
に介して行われており、拡散によるNEFAの取り込みの影響は無視できるものと考えられた(Fig. 17、
18)。この条件下において、WEHはオレイン酸負荷時における血中 NEFA値の上昇を抑制することが
確認されているので、WEHは FAT/CD36を阻害することによって、NEFAの吸収を抑制しているも
のと考えられる。 
同様に、本研究で実施しているグリセロール負荷試験においても、グリセロールの取り込み機構が
十分に明らかにされていないため、CuSO4を用いて、AQP7のグリセロールの取り込みに対する貢献
度についても検討を行った。CuSO4は、投与量依存的にグリセロール負荷時における血中グリセロー
ル値の上昇を抑制することが確認された。特に、CuSO4を高濃度(200 μmol/kg)で経口投与した場合、
グリセロール負荷時における血中グリセロール値の上昇がほぼ完全に抑制されていることから、この
実験系におけるグリセロールの吸収は AQP7を介して行われており、拡散によるグリセロールの取り
込みの影響は無視できるものと考えられた(Fig. 19、20)。この条件下において、WEHはグリセロール
負荷時における血中グリセロール値の上昇を抑制することが確認されているので、WEHは AQP7を
阻害することによって、グリセロールの吸収を抑制しているものと考えられる。また、AQPsは、さ
まざまな阻害剤によって、大きく分けて細胞外ループ、孔内、細胞内ループの 3種類の部分に作用を
受けることによって阻害されていることが知られている 184-186)。図には示していないが、WEHはグ
リセロール負荷時において、投与後早い時間帯(3~15分)でマウスの血中グリセロール値の上昇を顕著
に抑制した。WEHが細胞内ループに作用して AQP7を阻害すると仮定すると、WEHが細胞内に取
り込まれて、細胞内ループに作用するまでにある程度の時間を要することが予想され、投与後早い時
間帯でグリセロールの取り込みを顕著に阻害するのは考えにくいため、WEHは細胞外ループ、ある
いは、孔内に作用して、AQP7からのグリセロールの取り込みを阻害しているものと考えられる。 
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 WEHの TG吸収抑制作用について、以上の結果をまとめると、WEHは、膵リパーゼによる TGの
加水分解には影響を与えず、グリセロールの取り込みに関与する AQP7と NEFAの取り込みに関与す
る FAT/CD36を阻害することにより、TGのリパーゼ代謝産物である NEFAとグリセロールの腸管上
皮細胞からの取り込みを阻害し、その結果、TGの吸収を抑制していることが示唆された。これまで、
TG吸収抑制作用においては、リパーゼ阻害活性を有し、抗肥満作用を示す天然物由来の抽出物や成
分は多く報告されているが 187-190)、TG 代謝産物の吸収阻害活性をもつ天然物の抽出物や成分での in 
vivoによる抗肥満作用は全く報告されていない。したがって、WEHの NEFAとグリセロールの腸管
からの吸収阻害に由来する TG吸収抑制作用は、新しく興味深い知見であると考えている。 
 
2.4.2 TG吸収抑制作用を有する活性成分の分画と構造決定 
WEHには NEFAとグリセロールの吸収を抑制する作用が確認されたため、WEHに含まれる NEFA
吸収抑制作用とグリセロール吸収抑制作用をもつ活性成分を分画した。 
分析機器の結果から、NEFA吸収抑制作用が確認された Fr. S-2-3から 5-カフェオイルシキミ酸を同
定した(Fig. 21)。この成分は、カフェ酸のカルボキシル基がシキミ酸の 5位のヒドロキシル基と脱水
縮合した構造を持つ化合物であり、マテ茶や緑茶、アロエベラ、ワラビ、ハマビシ、ユリ科シオデ属
の Smilax excelsaや S. glabra、ミカン科サンショウ属の 1種である Zanthoxylum naranjilloといった様々
な植物に含まれていることが報告されている 191-196)。5-カフェオイルシキミ酸は、抗酸化作用や熱帯
病の病原体であるマンソン住血吸虫の増殖抑制作用を有することが確認されている 191, 192, 196)。これ
まで、NEFAの取り込みを阻害する天然物由来の成分として、フラボノイドの 1種であるフロレチン
が知られているが 183)、5-カフェオイルシキミ酸が NEFA の取り込みや FAT/CD36 を阻害するという
報告はされていない。また、5-カフェオイルシキミ酸に類似した構造を持つものとして、クロロゲン
酸とロスマリン酸のようなカフェ酸誘導体が挙げられる。クロロゲン酸はカフェ酸のカルボキシル基
がキナ酸の 5位のヒドロキシル基と脱水縮合した構造を持つ。クロロゲン酸は、NEFAの取り込みや
FAT/CD36 を阻害することが報告されていないが、抗肥満作用があることが確認されている 197)。ロ
スマリン酸はカフェ酸のカルボキシル基が 3, 4-ジヒドロキシフェニル乳酸のヒドロキシル基と脱水
縮合した構造を持ち、スクリーニングにより、FAT/CD36のアンタゴニストとして見出されたことが
報告されている 198)。したがって、5-カフェオイルシキミ酸が FAT/CD36を阻害して、NEFAの吸収を
抑制する可能性十分に考えられる。また、Fr. S-2-1にも NEFA吸収抑制作用があるため、5-カフェオ
イルシキミ酸以外にも、その作用を有する活性成分がWEHに含まれているものと考えられ、複数の
NEFA吸収抑制成分が存在するものと考えられる。 
また、グリセロール吸収抑制作用を持つ活性成分は Fig. 22の Fr. I-1-0～Fr. I-1-2に含まれており、
炎色反応、NMR や TLC の分析からこれらの画分には Cu2+と低分子のアミンが含まれていることが
確認された。Cu2+やアミンの 1種であるテトラエチルアンモニウムは、AQPsを阻害することが報告
されているため 78, 80, 184, 199)、これら活性の確認された画分から検出された Cu2+と低分子のアミンは、
39 
 
WEHのグリセロール吸収抑制作用を持つ活性成分の一員である可能性が示唆された。しかしながら、
Fr. I-1-0～Fr. I-1-2のそれぞれの画分を単独でグリセロール負荷試験で評価したところ、グリセロール
吸収抑制作用は確認されなかった。一方、これらの画分を混ぜて同様に評価したところ、Fr. I-1と同
等のグリセロール吸収抑制作用が確認されたため、WEHに含まれる Cu2+と低分子のアミンは、それ
ぞれ単独でグリセロール吸収抑制作用を示さず、Cu2+と低分子のアミン以外にも複数の活性成分が存
在し、これらの活性成分が互いに協調し合うことで、グリセロールの吸収を抑制しているものと考え
られる。 
 このように、WEH に含まれる NEFA、あるいは、グリセロールの吸収を抑制する活性成分は、互
いに異なる成分であることが確認された。 
 
2.4.3 TG蓄積抑制作用とそのメカニズム 
WEHの抗肥満作用に関するさらなる生理活性を見出すために、マウス由来の白色前駆脂肪細胞株
である 3T3-L1細胞を用いた実験を行った。まず、3T3-L1細胞を分化誘導させ、その後 TGを蓄積し
ていく全過程におけるWEHの影響について検討した(Fig. 23)。WEHは 3T3-L1細胞における TG蓄
積を抑制することが確認できた。次に、分化誘導中のみ、あるいは、分化誘導後のみにWEHを添加
して、TGの蓄積に対する影響を確認したところ、WEHは分化誘導中では TG蓄積に影響を及ぼさな
かったのに対し(Fig. 24)、分化誘導後では TGの蓄積を抑制した(Fig. 25)。3T3-L1細胞は分化誘導後
に TG を合成し、蓄積していくので、WEH は TG 合成を抑制すると考えられる。また、脂肪細胞の
TG蓄積抑制作用は TG合成抑制作用と TG分解促進作用の 2つの要因から成り立っている。WEHの
TG分解促進作用の有無を確認したところ、WEHには、その作用がみられなかった(Fig. 27)。 
 TG 合成には、さまざまな TG 合成関連酵素が存在するが、その中でも特に TG 合成のバイオマー
カーでして用いられているのが、GPDHである。WEHが GPDH活性に及ぼす影響について調べたと
ころ、WEH は濃度依存的に GPDH 活性を阻害することがわかった(Fig. 28)。したがって、WEH は
GPDH活性阻害によって、脂肪細胞内の TGの蓄積を抑制することがわかった。GPDHはグリセロー
ル 3-リン酸とジヒドロキシアセトンリン酸とのを変換に作用する酵素であり、グルコースからグリ
セロールを生合成するカスケードに存在することから、WEHはこのカスケードを抑制的に働きかけ
ることによって、グルコースからの TGの合成を抑制しているものと考えられる。 
 GPDHの発現は、インスリンによってコントロールされており、そのため、インスリンによって発
現が促進される PPARγによって GPDHの転写が制御されていることが考えられている 22, 200)。そこ
で、WEH が 3T3-L1 細胞の分化過程における PPARγの mRNA 発現量に及ぼす影響について確認し
たところ、WEHは PPARγの mRNA発現量を低下させた(Fig. 29)。したがって、WEHは PPARγを
介して、GPDHの活性を阻害したものと考えられる。また、WEHがもう 1つの TG合成のマスター
レギュレーターとされる C/EBPαの mRNA 発現量に及ぼす影響について調べたところ、WEH は
C/EBPαのmRNA発現量も低下させた(Fig. 29)。PPARγとC/EBPαは、GPDHの発現以外にも、GLUT4
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細胞質から細胞膜のトランスロケーション 91)や、FAT/CD36、脂肪酸結合タンパクの aP2、脂肪酸合
成関連酵素の ACCや FASといった様々な TG合成の関与因子の発現を制御することがわかっており
22, 92, 159, 160)、WEHは、PPARγと C/EBPαの発現抑制を介して、これらの TG合成関連因子の発現を
抑制し、グルコースからの NEFAやグルコースの合成効率を悪化させ、また、NEFAの取り込みや運
搬の効率を低下させることで TGの合成を抑制し、TGの蓄積を抑制していることも示唆される。ま
た、3T3-L1細胞の分化誘導後では、インスリンによって TG蓄積が引き起こされる。PPARγと C/EBP
αの発現はインスリンによって IRS-PI3-キナーゼ-Aktを経由して亢進・維持されていることから 88-90)、
WEHは PPARγと C/EBPαの上流に存在するインスリンシグナルを抑制する、あるいは、PPARγと
C/EBPαの発現を直接的に抑制することで、TGの合成を抑制していると考えられる。 
 
2.4.4 抗肥満作用 
WEHの抗肥満作用を確認するため、高脂肪食由来の肥満モデルマウスを用いて、抗肥満試験を行
った。その結果、WEHは投与量依存的に高脂肪食摂取による体重と体脂肪の増加を抑制し、血中の
脂質値、グリセロール値、グルコース値の上昇を抑制した(Fig. 30、32～37、41、42)。したがって、
WEHは、肥満を予防・改善し、肥満に伴う血中脂質や血糖値の異常を改善することが証明された。
また、WEHは脾臓と腎臓の重量や見た目の色・形に影響しなかったことから(Fig. 39、40)、これらの
臓器に毒性を示さないものと考えられる。 
 
2.4.5 まとめ 
WEH は、脂肪酸トランスポーターである FAT/CD36、あるいは、グリセロール輸送チャネルであ
る AQP7を介して、NEFAとグリセロールの吸収を抑制することで、腸管からの TGの吸収を抑制す
ることが明らかとなった。TG吸収抑制成分の構造決定を試みたところ、NEFA 吸収抑制成分の 1つ
として、5-カフェオイルシキミ酸であることが確認され、グリセロール吸収抑制成分の一員として、
Cu2+と低分子アミンである可能性が示唆された。また、WEHは、TG合成のマスターレギュレーター
とされる PPARγと C/EBPαの mRNAの発現量を低減させ、GPDH等の TG合成関連遺伝子の発現を
抑制し、脂肪細胞内における TGの合成を抑制することで、TGの蓄積を抑制することが考えられた。
さらに、WEHは高脂肪食摂取によって誘発された肥満を抑制した。この作用は腸管からの NEFAと
グリセロールの吸収抑制作用と脂肪細胞における TG 蓄積抑制作用の 2つの効果が長期的に作用し、
累積した結果であると考えられる。 
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Fig. 2 Effect of Water (WEH), Methanol (MEH), and Ethanol (EEH) Extracts of Houttuynia cordata 
Thunb Leaves on Plasma Triglyceride (TG) Level after Oral Administration of Corn Oil in Mice.  
 
Distilled water (20 ml/kg), and WEH, MEH, and EEH solutions (1,000 mg/20 ml/kg) were respectively 
administered to the mice in the control, WEH, MEH, and EEH groups before oral administration of corn oil (8 
ml/kg). Data (n = 8) are presented as mean ± S.E. *: p < 0.05, ***: p < 0.005 vs. the control group. 
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Fig. 3 Effect of Water (WEH), Methanol (MEH), and Ethanol (EEH) Extracts of Houttuynia cordata 
Thunb Leaves on the Area under the Curve (AUC) of Triglyceride (TG) Absorption after Oral 
Administration of Corn Oil in Mice. 
  
Level of total absorbed TG was evaluated using the AUC in Fig. 3. Data (n = 8) are presented as mean ± S.E. 
*: p < 0.05, ***: p < 0.005 vs. the control group. 
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Fig. 4 Dose-Dependent Suppressive Effects of Water Extracts of Houttuynia cordata Thunb Leaves 
(WEH) on the elevation of Plasma Triglyceride (TG) Level after Oral Administration of Corn Oil in 
Mice. 
 
Distilled water (20 ml/kg) and WEH (250, 500, 1,000 mg/20 ml/kg) were respectively administered to the 
mice in the control, 250, 500, and 1,000 mg/kg groups before oral administration of corn oil (8 ml/kg). Data 
(n = 8) are presented as mean ± S.E. *: p < 0.05, **: p < 0.01, ***: p < 0.005 vs. the control group. 
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Fig. 5 Dose-Dependent Suppressive Effects of Water Extracts of Houttuynia cordata Thunb Leaves 
(WEH) on the Area under the Curve (AUC) of Plasma Triglyceride (TG) level after Oral 
Administration of Corn Oil in Mice. 
 
Level of total absorbed TG was evaluated using the AUC in Fig. 4. Data (n = 8) are presented as mean ± S.E. 
*: p < 0.05, **: p < 0.01, ***: p < 0.005 vs. the control group. 
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Fig. 6 Effect of Water Extract of Houttuynia cordata Thunb Leaves (WEH) on Pancreatic Lipase 
Activity in Vitro 
 
Lipase activity was measured using Lipase Kit S according to the protocol. Data (n = 3) are presented as the 
mean ± S.E. 
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Fig. 7 Effect of Water Extract of Houttuynia cordata Thunb Leaves (WEH) on Plasma Nonesterified 
Fatty Acid (NEFA) Level after Oral Administration of Oleic Acid in Mice. 
 
Distilled water (20 ml/kg) and WEH (1,000 mg/20 ml/kg) were respectively administered to the mice in the 
control and WEH groups before oral administration of oleic acid (8 ml/kg). Data (n = 8) are presented as the 
mean ± S.E. *: p < 0.05, ***: p < 0.005 vs. the control group. 
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Fig. 8 Effect of Water Extract of Houttuynia cordata Thunb Leaves (WEH) on the Area under the 
Curve (AUC) of Plasma Nonesterified Fatty Acid (NEFA) Level after Oral Administration of Oleic 
Acid in Mice. 
 
Level of total absorbed NEFA was evaluated using the AUC in Fig. 7. Data (n = 8) are presented as the 
mean ± S.E. *: p < 0.05 vs. the control group. 
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Fig. 9 Effect of Water Extract of Houttuynia cordata Thunb Leaves (WEH) on Plasma Triglyceride 
(TG) Level after Oral Administration of Oleic Acid in Mice 
 
Distilled water (20 ml/kg) and WEH (1,000 mg/20 ml/kg) were respectively administered to the mice in the 
control and WEH groups before oral administration of oleic acid (8 ml/kg). Data (n = 8) are presented as the 
mean ± S.E. *: p < 0.05, **: p < 0.01, ***: p < 0.005 vs. the control group. 
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Fig. 10 Effect of Water Extract of Houttuynia cordata Thunb Leaves (WEH) on the Area under the 
Curve (AUC) of Plasma Triglyceride (TG) Level after Oral Administration of Oleic Acid in Mice 
 
Level of total absorbed TG was evaluated using the AUC in Fig. 9. Data (n = 8) are presented as the mean ± 
S.E. **: p < 0.01 vs. the control group. 
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Fig. 11 Effect of Water Extract of Houttuynia cordata Thunb Leaves (WEH) on Plasma Glycerol Level 
after Oral Administration of Glycerol in Mice 
 
Distilled water (20 ml/kg) and WEH (1,000 mg/20 ml/kg) were respectively administrated to the mice in the 
control and WEH groups with glycerol (0.6 ml/kg). Data (n = 6) are presented as the mean ± S.E. ***: p < 
0.005 vs. the control group. 
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Fig. 12 Effect of Water Extract of Houttuynia cordata Thunb Leaves (WEH) on the Area under the 
Curve (AUC) of Plasma Glycerol Level after Oral Administration of Glycerol in Mice 
 
Level of total absorbed glycerol was evaluated using the AUC in Fig. 11. Data (n = 6) are presented as the 
mean ± S.E. ***: p < 0.005 vs. the control group. 
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Fig. 13 Effect of Water Extract of Houttuynia cordata Thunb Leaves (WEH) on Plasma Triglyceride 
(TG) Level after Oral Administration of Glycerol in Mice 
 
Distilled water (20 ml/kg) and WEH (1,000 mg/20 ml/kg) were respectively administrated to the mice in the 
control and WEH groups with glycerol (0.6 ml/kg). Data (n = 6) are presented as the mean ± S.E. ***: p < 
0.005 vs. the control group. 
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Fig. 14 Effect of Water Extract of Houttuynia cordata Thunb Leaves (WEH) on the Area under the 
Curve (AUC) of Plasma Triglyceride (TG) Level after Oral Administration of Glycerol in Mice 
 
Level of total absorbed TG was evaluated using the AUC in Fig. 13. Data (n = 6) are presented as the mean 
± S.E. ***: p < 0.005 vs. the control group. 
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Fig. 15 Effect of Water Extract of Houttuynia cordata Thunb Leaves (WEH) on the Residual 
Nonesterified Fatty Acid (NEFA) Content in the Lumen of the Small Intestine after Injecting the 
Emulsion in Mice 
 
One ml of the emulsion with or without 50 mg of WEH was respectively injected into the mice in the 
control and WEH groups. Data (n = 5) are presented as the mean ± S.E. ***: p < 0.005 vs. the control group. 
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Fig. 16 Effect of Water Extract of Houttuynia cordata Thunb Leaves (WEH) on the Residual Glycerol 
Content in the Lumen of the Small Intestine after Injecting Glycerol in Mice 
 
One ml of 3% (v/v) glycerol with or without 100 mg of WEH was respectively injected into the mice in the 
control (unfilled circle) and WEH (filled circle) groups. Data (n = 3) are presented as the mean ± S.E. ***: p 
< 0.005 vs. the control group. 
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Fig. 17 Effect of Combined Application of Water Extract of Houttuynia cordata Thunb Leaves (WEH) 
and 4,4´-Diisothiocyanostilbene-2,2´-Disulfonate Disodium Salt (DIDS) on Plasma Nonesterified Fatty 
Acid (NEFA) Level after Oral Administration of Oleic Acid in Mice. 
 
Distilled water (20 ml/kg), and DIDS disodium salt (62.5 and 250 μmol/kg), and WEH (500 mg/20 ml/kg) 
were respectively administered to the mice in the control, LD, HD, and WEH groups before oral 
administration of oleic acid (8 ml/kg). Data (n = 5) are presented as mean ± S.E. *: p < 0.05, **: p < 0.01, 
***: p < 0.005 vs. the control group. 
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Fig. 18 Effect of Combined Application of Water Extract of Houttuynia cordata Thunb Leaves (WEH) 
and 4,4´-Diisothiocyanostilbene-2,2´-Disulfonate Disodium Salt (DIDS) on the Area under the Curve 
(AUC) of Plasma Nonesterified Fatty Acid (NEFA) Level after Oral Administration of Oleic Acid in 
Mice. 
 
Distilled water (20 ml/kg), and DIDS disodium salt (62.5 and 250 μmol/kg), and WEH (500 mg/20 ml/kg) 
were respectively administered to the mice in the control, LD, HD, and WEH groups before oral 
administration of oleic acid (8 ml/kg). Level of total absorbed NEFA was evaluated using the area under the 
curve (AUC) in Fig. 17. Data (n = 5) are presented as the mean ± S.E. *: p < 0.05, ***: p < 0.005 vs. the 
control group. 
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Fig. 19 Effect of Combined Application of Water Extract of Houttuynia cordata Thunb Leaves (WEH) 
and CuSO4 on Plasma Glycerol Level after Oral Administration of Glycerol in Mice 
 
Distilled water (20 ml/kg), and CuSO4 (50 and 200 μmol/kg), and WEH (500 mg/20 ml/kg) were 
respectively administered to the mice in the control, LC, HC, and WEH groups with glycerol (0.6 ml/kg). 
Data (n = 4) are presented as mean ± S.E. ***: p < 0.005 vs. the control group. 
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Fig. 20 Effect of Combined Application of Water Extract of Houttuynia cordata Thunb Leaves (WEH) 
and CuSO4 on the Area under the Curve (AUC) of Plasma Glycerol Level after Oral Administration 
of Glycerol in Mice 
 
Distilled water (20 ml/kg), and CuSO4 (50 and 200 μmol/kg), and WEH (500 mg/20 ml/kg) were 
respectively administered to the mice in the control, LC, HC, and WEH groups with glycerol (0.6 ml/kg). 
Level of total absorbed glycerol was evaluated using the AUC in Fig. 19. Data (n = 4) are presented as the 
mean ± S.E. **: p < 0.01, ***: p < 0.005 vs. the control group. 
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Fig. 21 Fraction Scheme and Structure of Inhibitors of Nonesterified Fatty Acid (NEFA) Absorption 
in Water Extract of Houttuynia cordata Thunb Leaves (WEH) 
 
Fractions containing inhibitors of NEFA absorption were enclosed with squares. The yield of each Fraction 
was shown in parenthesis. The inhibitory activity was confirmed by oleic acid-loading test in mice. 
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Fig. 22 Fraction Scheme of Inhibitors of Glycerol Absorption in Water Extract of Houttuynia cordata 
Thunb Leaves (WEH) 
 
Fractions containing inhibitors of glycerol absorption were enclosed with squares. The yield of each 
Fraction was shown in parenthesis. The inhibitory activity was confirmed by glycerol-loading test in mice. 
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Fig. 23 Effect of Water Extract of Houttuynia cordata Thunb Leaves (WEH) on Triglyceride (TG) 
accumulation and Cell Viability in 3T3-L1 Adipocyte 
 
Differentiation to matured 3T3-L1 cells ware induced by DMEM containing 10% FBS, 0.25 µM 
dexamethasone, 0.5 mM 3-isobutyl-1-metylxanthine, and 10 µg/ml insulin with or without WEH (12.5-200 
µg/ml) for 2 days in 24-well plate. Cells were then incubated in DMEM containing 10% FBS and 10 µg/ml 
insulin with or without WEH (12.5-200 µg/ml) for 12 days. TG accumulation and cell viability were 
respectively evaluated using oil red O straining and MTT assay. Data (n = 4) are presented as the mean ± 
S.E. *: p < 0.05, ***: p < 0.005 vs. the control (WEH 0 µg/ml) group. 
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Fig. 24 Effect of Water Extract of Houttuynia cordata Thunb Leaves (WEH) on Triglyceride (TG) 
accumulation and Cell Viability in 3T3-L1 Adipocyte during Differentiation-Induced Process 
 
Differentiation to matured 3T3-L1 cells ware induced by DMEM containing 10% FBS, 0.25 µM 
dexamethasone, 0.5 mM 3-isobutyl-1-metylxanthine, and 10 µg/ml insulin with or without WEH (12.5-200 
µg/ml) for 2 days in 24-well plate. Cells were then incubated in DMEM containing 10% FBS and 10 µg/ml 
insulin without WEH for 12 days. TG accumulation and cell viability were respectively evaluated using oil 
red O straining and MTT assay. Data (n = 4) are presented as the mean ± S.E. 
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Fig. 25 Effect of Water Extract of Houttuynia cordata Thunb Leaves (WEH) on Triglyceride (TG) 
accumulation and Cell Viability in 3T3-L1 Adipocyte after Differentiation-Induced Process 
 
Differentiation to matured 3T3-L1 cells ware induced by DMEM containing 10% FBS, 0.25 µM 
dexamethasone, 0.5 mM 3-isobutyl-1-metylxanthine, and 10 µg/ml insulin without WEH for 2 days in 
24-well plate. Cells were then incubated in DMEM containing 10% FBS and 10 µg/ml insulin with or 
without WEH (12.5-200 µg/ml) for 12 days. TG accumulation and cell viability were respectively evaluated 
using oil red O straining and MTT assay. Data (n = 4) are presented as the mean ± S.E. *: p < 0.05, ***: p < 
0.005 vs. the control (0 µg/ml). 
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Fig. 26 Effect of Water Extract of Houttuynia cordata Thunb Leaves (WEH) on Glycerol-3-Phosphate 
Dehydrogenase (GPDH) and Cell Viability in 3T3-L1 Adipocyte  
 
Differentiation to matured 3T3-L1 cells ware induced by DMEM containing 10% FBS, 0.25 µM 
dexamethasone, 0.5 mM 3-isobutyl-1-metylxanthine, and 10 µg/ml insulin with or without WEH (12.5-200 
µg/ml) for 2 days in 24-well plate. Cells were then incubated in DMEM containing 10% FBS and 10 µg/ml 
insulin with or without WEH (12.5-200 µg/ml) for 12 days. GPDH activity and cell viability were 
respectively evaluated using GPDH Activity Measurement Kit and MTT assay. Data (n = 4) are presented as 
the mean ± S.E. *: p < 0.05, ***: p < 0.005 vs. the control (0 µg/ml) group. 
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Fig. 27 Effect of Water Extract of Houttuynia cordata Thunb Leaves (WEH) on Lipolysis Activity and 
Cell Viability in Matured 3T3-L1 Adipocyte 
 
Differentiation to matured 3T3-L1 cells ware induced by DMEM containing 10% FBS, 0.25 µM 
dexamethasone, 0.5 mM 3-isobutyl-1-metylxanthine, and 10 µg/ml insulin with or without WEH (12.5-200 
µg/ml) for 2 days in 24-well plate. Cells were then incubated in DMEM containing 10% FBS and 10 µg/ml 
insulin with or without WEH (12.5-200 µg/ml) for 12 days. Lipolysis activity and cell viability were 
respectively evaluated using glycerol measurement by Free Glycerol Reagent and MTT assay. Data (n = 4) 
are presented as the mean ± S.E. ***: p < 0.005 vs. the control (0 µg/ml WEH and 0 µM isoproterenol) 
group. 
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Fig. 28 Effect of Water Extract of Houttuynia cordata Thunb Leaves (WEH) on PPARγ mRNA 
Expression in 3T3-L1 Adipocyte 
 
Differentiation to matured 3T3-L1 cells ware induced by DMEM containing 10% FBS, 0.25 µM 
dexamethasone, 0.5 mM 3-isobutyl-1-metylxanthine, and 10 µg/ml insulin with or without WEH (100 and 
200 µg/ml) for 2 days in 24-well plate. Cells were then incubated in DMEM containing 10% FBS and 10 
µg/ml insulin with or without WEH (100 and 200 µg/ml) for 6 days. Expression of PPARγ and, a kind of 
housekeeping gene, GAPDH mRNAs were measured by RT-PCR.  
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Fig. 29 Effect of Water Extract of Houttuynia cordata Thunb Leaves (WEH) on C/EBPα mRNA 
Expression in 3T3-L1 Adipocyte 
 
Differentiation to matured 3T3-L1 cells ware induced by DMEM containing 10% FBS, 0.25 µM 
dexamethasone, 0.5 mM 3-isobutyl-1-metylxanthine, and 10 µg/ml insulin with or without WEH (100 and 
200 µg/ml) for 2 days in 24-well plate. Cells were then incubated in DMEM containing 10% FBS and 10 
µg/ml insulin with or without WEH (100 and 200 µg/ml) for 6 days. Expression of C/EBPα and GAPDH 
mRNAs were measured by RT-PCR. 
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Fig. 30 Effect of Water Extract of Houttuynia cordata Thunb Leaves (WEH) on the Body Weight in 
Obese Mice Induced by High-Fat Diet (HFD) for 11 Weeks 
 
 Normal diet (ND), high-fat diet (HFD), 1% WEH, and 2% WEH groups were given diets shown in Table 
4. Body weight was measured twice a week. Data (n = 8) are presented as the mean ± S.E. *: p < 0.05, **: p 
< 0.01, ***: p < 0.005 vs. the HFD group. 
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Fig. 31 Effect of Water Extract of Houttuynia cordata Thunb Leaves (WEH) on the Food Intake in 
Obese Mice Induced by High-Fat Diet (HFD) for 11 Weeks 
 
Normal diet (ND), high-fat diet (HFD), 1% WEH, and 2% WEH groups were given diets shown in Table 4. 
Food intake was measured twice a week. 
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Fig. 32 Effect of Water Extract of Houttuynia cordata Thunb Leaves (WEH) on the Plasma 
Triglyceride (TG) Level in Obese Mice Induced by High-Fat Diet (HFD) for 11 Weeks 
 
Normal diet (ND), high-fat diet (HFD), 1% WEH, and 2% WEH groups were given diets shown in Table 4. 
After these diets had been fed to the mice for 11 weeks, the mice were fasted for 24 h and blood was taken 
from the tail vein. Plasma TG level was measured using Triglyceride E-Test Wako Kit. Data (n = 8) are 
presented as the mean ± S.E. ***: p < 0.005 vs. the HFD group. 
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Fig. 33 Effect of Water Extract of Houttuynia cordata Thunb Leaves (WEH) on the Plasma Total 
Cholesterol (TC) Level in Obese Mice Induced by High-Fat Diet (HFD) for 11 Weeks 
 
Normal diet (ND), high-fat diet (HFD), 1% WEH, and 2% WEH groups were given diets shown in Table 4. 
After these diets had been fed to the mice for 11 weeks, the mice were fasted for 24 h and blood was taken 
from the tail vein. Plasma TC level was measured using Cholesterol E-Test Wako Kit. Data (n = 8) are 
presented as the mean ± S.E. ***: p < 0.005 vs. the HFD group. 
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Fig. 34 Effect of Water Extract of Houttuynia cordata Thunb Leaves (WEH) on the Plasma 
Nonesterified Fatty Acid (NEFA) Level in Obese Mice Induced by High-Fat Diet (HFD) for 11 Weeks 
 
Normal diet (ND), high-fat diet (HFD), 1% WEH, and 2% WEH groups were given diets shown in Table 4. 
After these diets had been fed to the mice for 11 weeks, the mice were fasted for 24 h and blood was taken 
from the tail vein. Plasma NEFA level was measured using NEFA C-Test Wako Kit. Data (n = 8) are 
presented as the mean ± S.E. ***: p < 0.005 vs. the HFD group. 
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Fig. 35 Effect of Water Extract of Houttuynia cordata Thunb Leaves (WEH) on the Plasma Glycerol 
Level in Obese Mice Induced by High-Fat Diet (HFD) for 11 Weeks 
 
Normal diet (ND), high-fat diet (HFD), 1% WEH, and 2% WEH groups were given diets shown in Table 4. 
After these diets had been fed to the mice for 11 weeks, the mice were fasted for 24 h and blood was taken 
from the tail vein. Plasma glycerol level was measured using Free Glycerol Reagent. Data (n = 8) are 
presented as the mean ± S.E. ***: p < 0.005 vs. the HFD group. 
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Fig. 36 Effect of Water Extract of Houttuynia cordata Thunb Leaves (WEH) on the Plasma Glucose 
Level in Obese Mice Induced by High-Fat Diet (HFD) for 11 Weeks 
 
Normal diet (ND), high-fat diet (HFD), 1% WEH, and 2% WEH groups were given diets shown in Table 4. 
After these diets had been fed to the mice for 11 weeks, the mice were fasted for 24 h and blood was taken 
from the tail vein. Plasma glucose level was measured using Glucose C-II Test Wako Kit. Data (n = 8) are 
presented as the mean ± S.E. ***: p < 0.005 vs. the HFD group. 
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Fig. 37 Effect of Water Extract of Houttuynia cordata Thunb Leaves (WEH) on the Parauterine Adipose 
Tissue Weight in Obese Mice Induced by High-Fat Diet (HFD) for 11 Weeks 
 
Normal diet (ND), high-fat diet (HFD), 1% WEH, and 2% WEH groups were given diets shown in Table 4. 
After blood collection, the mice were killed with cervical dislocation and the parauterine adipose tissue was 
dissected and weighed. Data (n = 8) are presented as the mean ± S.E. *: p < 0.05, **: p < 0.01, ***: p < 0.005 
vs. the HFD group. 
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Fig. 38 Effect of Water Extract of Houttuynia cordata Thunb leaves (WEH) on the Liver Weight in 
Obese Mice Induced by High-Fat Diet (HFD) for 11 Weeks 
 
Normal diet (ND), high-fat diet (HFD), 1% WEH, and 2% WEH groups were given diets shown in Table 4. 
After blood collection, the mice were killed with cervical dislocation and the liver was dissected and weighed. 
Data (n = 8) are presented as the mean ± S.E. 
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Fig. 39 Effect of Water Extract of Houttuynia cordata Thunb leaves (WEH) on the Spleen Weight in 
Obese Mice Induced by High-Fat Diet (HFD) for 11 Weeks 
 
Normal diet (ND), high-fat diet (HFD), 1% WEH, and 2% WEH groups were given diets shown in Table 4. 
After blood collection, the mice were killed with cervical dislocation and the spleen was dissected and 
weighed. Data (n = 8) are presented as the mean ± S.E.  
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Fig. 40 Effect of Water Extract of Houttuynia cordata Thunb leaves (WEH) on the Kidney Weight in 
Obese Mice Induced by High-Fat Diet (HFD) for 11 Weeks 
 
Normal diet (ND), high-fat diet (HFD), 1% WEH, and 2% WEH groups were given diets shown in Table 4. 
After blood collection, the mice were killed with cervical dislocation and the kidney was dissected and 
weighed. Data (n = 8) are presented as the mean ± S.E.  
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Fig. 41 Effect of Water Extract of Houttuynia cordata Thunb leaves (WEH) on the Hepatic Triglyceride 
(TG) Content in Obese Mice Induced by High-Fat Diet (HFD) for 11 Weeks 
 
Normal diet (ND), high-fat diet (HFD), 1% WEH, and 2% WEH groups were given diets shown in Table 4. 
After blood collection, the mice were killed with cervical dislocation and the liver was dissected and weighed. 
Lipids were extracted using Folch solution (chloroform : methanol = 2 : 1) from liver. Hepatic TG was 
measured using Triglyceride E-Test Wako Kit. Data (n = 8) are presented as the mean ± S.E. **: p < 0.01, ***: 
p < 0.005 vs. the HFD group. 
81 
 
0
2
4
6
8
10
12
ND HFD 1% 2%
H
ep
at
ic
 T
C
 (m
g/
g)
**
WEH
 
Fig. 42 Effect of Water Extract of Houttuynia cordata Thunb leaves (WEH) on the Hepatic Total 
Cholesterol (TC) Content in Obese Mice Induced by High-Fat Diet (HFD) for 11 Weeks 
 
Normal diet (ND), high-fat diet (HFD), 1% WEH, and 2% WEH groups were given diets shown in Table 4. 
After blood collection, the mice were killed with cervical dislocation and the liver was dissected and weighed. 
Lipids were extracted using Folch solution (chloroform : methanol = 2 : 1) from liver. Hepatic TC was 
measured using Cholesterol E-Test Wako Kit. Data (n = 8) are presented as the mean ± S.E. *: p < 0.05 vs. the 
HFD group. 
 
 
 
 
 
 
 
 
82 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
In
gr
ed
ie
nt
N
D
H
FD
1%
 W
EH
2%
 W
EH
β-C
or
ns
ta
rc
h
46
5.
69
2
10
5.
69
2
10
5.
69
2
10
5.
69
2
α-C
or
ns
ta
rc
h
15
5
15
5
15
5
15
5
M
ilk
 c
as
ei
n
14
0
14
0
14
0
14
0
Su
cr
os
e
10
0
10
0
10
0
10
0
B
ee
f t
al
lo
w
40
40
0
40
0
40
0
C
el
lu
lo
se
50
50
40
30
M
in
er
al
 m
ix
35
35
35
35
V
ita
m
in
 m
ix
10
10
10
10
L-
C
ys
tin
e
1.
8
1.
8
1.
8
1.
8
C
ho
lin
e 
bi
ta
rtr
at
e
2.
5
2.
5
2.
5
2.
5
te
rt
-B
ut
yl
hy
dr
oq
ui
no
ne
0.
00
8
0.
00
8
0.
00
8
0.
00
8
W
EH
0
0
10
20
N
D
, n
or
m
al
 d
ie
t; 
H
FD
, h
ig
h-
fa
t d
ie
t; 
W
EH
, w
at
er
 e
xt
ra
ct
 o
f H
ou
ttu
yn
ia
 c
or
da
ta
 T
hu
nb
le
av
es
. A
ll 
va
lu
es
 a
re
 in
 g
/k
g 
of
 d
ie
t.
Ta
bl
e 
4.
 C
om
po
si
tio
n 
of
 M
ou
se
 D
ie
ts
 in
 th
e 
A
nt
i-O
be
si
ty
 T
es
t o
f W
E
H
G
ro
up
83 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
   
N
D
 H
FD
1%
 W
EH
 2
%
 W
EH
Li
ve
r (
m
g/
g 
of
 b
od
y 
w
ei
gh
t)
  3
6.
4 
± 
1.
8
  3
1.
8 
± 
1.
3
  3
3.
9 
± 
1.
2
  3
3.
9 
± 
1.
2
Sp
le
en
 (m
g/
g 
of
 b
od
y 
w
ei
gh
t)
  4
.1
7 
± 
0.
25
  3
.2
8 
± 
0.
37
  3
.1
7 
± 
0.
14
  3
.1
3 
± 
0.
09
 
K
id
ne
y 
(m
g/
g 
of
 b
od
y 
w
ei
gh
t)
  1
0.
9 
± 
0.
3 
   
 9
.6
 ±
 0
.5
  1
0.
0 
± 
0.
4 
 
   
 9
.4
 ±
 0
.4
 
Ta
bl
e 
5.
 O
rg
an
 W
ei
gh
t o
f t
he
 O
be
se
 M
ic
e 
In
du
ce
d 
by
 H
FD
  (
n
 =
 8
)
N
or
m
al
 d
ie
t (
N
D
), 
hi
gh
-f
at
 d
ie
t (
H
FD
), 
1%
 a
nd
 2
%
 w
at
er
 e
xt
ra
ct
 o
f H
ou
ttu
yn
ia
 c
or
da
ta
 T
hu
nb
 le
av
es
(W
EH
) g
ro
up
s w
er
e 
gi
ve
n 
di
et
s s
ho
w
n 
in
 T
ab
le
 4
. A
fte
r b
lo
od
 c
ol
le
ct
io
n,
 th
e 
m
ic
e 
w
er
e 
ki
lle
d 
w
ith
 c
er
vi
ca
l
di
slo
ca
tio
n 
an
d 
th
e 
or
ga
ns
 w
as
 d
iss
ec
te
d 
an
d 
w
ei
gh
ed
. D
at
a 
ar
e 
pr
es
en
te
d 
as
 th
e 
m
ea
n 
± 
S.
E.
84 
 
第 3章 とろろ昆布の抗肥満作用 
 
3.1. はじめに 
 とろろ昆布は、日本の伝統的な昆布加工食品である。本章では、削られていない昆布粗粉砕物と比
較しながら、とろろ昆布の TG吸収抑制作用や膵リパーゼ阻害活性、抗肥満作用を評価し、膵リパー
ゼ阻害活性を有する成分の推定を試みた。 
 
3.2. 実験方法 
3.2.1. 試薬 
使用した試薬は、2.1.1.で示したものを用いた。 
 
3.2.2. 実験動物 
 実験動物は日本エスエルシー株式会社から購入した Slc:ddYマウスと SDラットを用いた。実験動
物の飼育条件と取り扱いに関しては、2.2.2.に従って実験を行った。 
 
3.2.3. 実験試料の調製 
とろろ昆布はフジッコ株式会社から提供していただいた。また、とろろ昆布と比較するために、同
じ原料(マコンブ約 80%、リシリコンブ約 20%)からなる削られていない昆布粗粉砕物を用いた。とろ
ろ昆布は、50°C で 3 時間の常圧加熱により乾燥し、ミルで粉砕した粉末をメッシュでふるい、粒子
径を 425μm～600μm にそろえたものを、また、昆布粗粉砕物は、昆布の削る前のものを同様にして
粒子径を 425μm～600μm にそろえたものをサンプルとして用いた。また、とろろ昆布と昆布粗粉砕
物はこれ以降便宜上 TKと NSKと略記することにした。 
 
3.2.4. TG負荷試験 
 6週齢、雌性の SD ラットを標準飼料で 1週間予備飼育した後、24時間絶食させて実験を行った。
平均体重がほぼ等しくなるように、コントロール群(Control)、NSK投与群(NSK)、TK投与群(TK)の 3
群に分け(n=8)、それぞれ蒸留水(20 ml/kg)、NSK (1,000 mg/20 ml/kg)、TK(1,000 mg/20 ml/kg)を強制経
口投与した後、すぐにコーン油(5 ml/kg)を強制経口投与した。投与開始直前(0時間目)と投与開始後 1
時間、あるいは 2時間おきに尾採血を 10時間目まで行った。採血した血液は 1,400×gで 1分間遠心
分離した。血中 TG値は、遠心分離して得られた血漿を用いて、トリグリセライド E-テストワコーで
測定した。 
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3.2.5. 膵リパーゼ活性阻害の測定 
 リパーゼ阻害活性試験は、2.1.5.に示したように、Lipase Kit Sを用いて測定し、実験スケールは 2.1.5.
の 10倍量のスケールで行った。 
 
3.2.6. 活性成分の分画 
TKと NSKは弱アルカリ性のリン酸緩衝液(pH 7.4) で可溶画分(AS)と不溶画分に分けた。また、同
様に、蒸留水で可溶画分(WS)と不溶画分に分けた。まず、2.5 gのサンプルに緩衝液を 50 ml加えて、
37°C 、振とう速度 135 rpmで 30分間インキュベートした。このサンプル懸濁液を 1,2000×g、20°C
で 30分間遠心分離し、上清と残渣に分けた。残渣に蒸留水を加えて全容量を 50 mlとし、よく攪拌
させて、残渣懸濁液を 1,2000×g、20°C で 30 分間遠心分離して、再び上清と残渣に分けた。この洗
浄操作は 2回繰り返した。上清を凍結乾燥したものをリン酸緩衝液可溶画分とし、重量を測定した。
この画分はカルバゾール法によるウロン酸定量、リパーゼ阻害活性試験まで、-20°Cで保管した。 
 
3.2.7. カルバゾール法 201) 
TK、あるいは、NSKの弱アルカリ性のリン酸緩衝液可溶画分(TK AS、NSK AS)に含まれるアルギ
ン酸を定量するために、カルバゾール法によるウロン酸量の測定を行った。リン酸緩衝液可溶画分を
200 mlの蒸留水でよく溶かして、その溶解液を 1 ml採って、冷却水中で 5 mlの四ホウ酸ナトリウム
(95 mg/ml)を含む硫酸と混合させた。混合液を 100°C で 15分間反応させて、冷却後に 0.2 mlの 0.125%
カルバゾール溶液を加えた。2 時間後、550 nm の吸光度を測定した。また、検量線作成のために、
D-グルクロン酸を用いた。 
 
3.2.8. 高脂肪食由来の肥満モデルマウスを用いた抗肥満試験 
 4週齢、雌性 Slc:ddYマウスを標準食で 1週間予備飼育した後、各群平均体重がほぼ等しくなるよ
うに、群分けを行った。飼料はAIN-93Mを基準にして作製した 182)。標準食群(ND)、高脂肪食群(HFD)、
3%NSKを含む高脂肪食群(NSK)、3%TKを含む高脂肪食群(TK)の 4群に群分けし、Table 6に示した
飼料を与え、63 日間飼育を行った。飼育条件と血中の脂質パラメータや各組織・臓器重量の測定は
2.1.19に従って行った。 
 
3.2.9. 肝臓中の脂質の抽出 
2.1.20.に示したように、-20°Cで保存しておいた肝臓から Folch法 183)によって脂質を抽出した。 
 
3.2.10. 統計処理  
各値は平均値±標準誤差で表した。有意差検定は one-way ANOVA検定後のダネット検定で評価し、
p値が 0.05未満であるとき、有意差があると評価した。 
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3.3. 結果  
3.3.1. TG吸収抑制作用とそのメカニズム  
TK 1,000 mg/kg投与群(TK)と NSK 1,000 mg/kg投与群(NSK)はコントロール群(Control)と比較して、
それぞれ投与後 3～8時間で、投与後 4～6時間で血中 TG値の上昇を有意に抑制した(Fig. 43)。Fig. 43
よりAUCを算出し評価すると、TK群のAUCはコントロール群と比較して有意に低下した(Fig. 44)。
また、NSK群の AUCはコントロール群と比較して低くなる傾向がみられ、TK群の AUCは NSK群
と比較して低くなる傾向がみられた。 
 次に、TKの TG吸収抑制作用のメカニズムを解明するため、膵リパーゼ活性に及ぼす影響につい
て確認したところ、TK (1 mg/ml)、あるいは、NSK (1 mg/ml)の処理によって、コントロールよりも有
意にリパーゼ活性が低下した(Fig. 45)。また、TKは NSKよりも有意にリパーゼ活性を低下させた。 
 
3.3.2. TG吸収抑制作用を有する活性成分の分画と推定 
TKから弱アルカリ緩衝液で溶出される全成分量とアルギン酸量(TK AS)は、NSKから弱アルカリ
緩衝液で溶出される量(NSK AS)と比較して、それぞれ 1.11倍、1.29倍の量が有意に溶出された(Fig. 46、
47)。TK AS とNSK ASの処理によって、コントロールよりもリパーゼ活性が有意に低下した(Fig. 48)。
また、TK ASの処理の方が NSK ASよりもリパーゼ活性が有意に低値を示した。 
TK WSはコントロールとの間でリパーゼ活性に変化がなかったが、TK ASはコントロール、さら
には、TK WSよりも有意にリパーゼ活性が低値を示した(Fig. 49)。 
 
3.3.3. 抗肥満作用  
 まず、高脂肪食を摂取させることにより、肥満モデルマウスを作製し、餌に TKや NSKを混合す
ることにより、体重と食餌摂取量に及ぼす影響について検討を行った。高脂肪食群(HFD)は試験開始
後 4日目以降で、標準食群(ND)と比較して有意に体重が増加した(Fig. 50)。3% TKを含む高脂肪食群
(TK)は HFD群と比較して、試験開始後 59、63日目で有意に体重の増加が抑制されたが、3% NSKを
含む高脂肪食群(NSK)と HFD群との間で体重に有意差はみられなかった。食餌摂取量では、HFD群、
NSK群、TK群の 3群間でほとんど変化なかった(Fig. 51)。 
 次に、絶食時におけるマウスの脂質関連の血中パラメータを測定した。血中 TG 値では、HFD 群
と ND群、NSK群、TK群との間で有意差はみられなかったが、TK群の血中 TG値は、NSK群と比
較して、有意に低値を示した(Fig. 52)。また、血中 TC値では、TK群と NSK群は HFD群と比較して
有意に低下しており、さらに TK群は NSK群と比較して、有意に低値を示した(Fig. 53)。 
 また、解剖を行い、マウスの各臓器・組織の重量を測定した。HFD群の傍子宮脂肪組織重量は ND
群と比較して有意に増加した(Fig. 54)。TK群は HFD群と比較して有意に傍子宮脂肪組織重量が減少
したが、NSK群と HFD 群との間で傍子宮脂肪組織重量に有意差はみられなかった。また、TK群は
NSK群と比較して、有意に傍子宮脂肪組織重量が低値を示した。TK群の肝臓重量は HFD 群と比較
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して有意に傍子宮脂肪組織重量が減少した(Table 7)。脾臓重量に関しては、4群間で差がみられなか
った。腎臓重量では、HFD群は ND群と比較して有意に減少しており、TK群は HFD 群と比較して
有意に増加した。 
 さらに、肝臓中の脂質量を測定した。肝臓中の TG量については、HFD群は ND群と比較して有意
に増加した(Fig. 55)。TK群は HFD群と比較して肝臓中の TG量が有意に減少したが、NSK群と HFD
群との間で肝臓中の TG量に有意差はみられなかった。肝臓中の TC量は、4群間で変化がみられな
かった(Fig. 56)。 
 
3.4. 考察  
 TKは製造工程の中で、切削という工程を経て、非常に薄く削られている。この切削工程で昆布が
薄く削られることで、本来昆布が保持している有効成分が、消化管内で溶出しやすくなり、生理活性
も高まるものと推察した。また、食用昆布では、多くの生理活性作用が知られているが、TG吸収抑
制作用や抗肥満作用に関する報告はない。したがって、TKの研究では、削られていない NSKと活
性の強さを比較しながら、TKの TG吸収抑制作用と抗肥満作用について検討した。 
Fig. 43、44より、TKはコーン油負荷時における血中 TG値の上昇を抑制することがわかった。ま
た、Fig. 43において、TK群はすべての測定点で NSK群の血中 TG値の平均値は低く、Fig. 44にお
いて、NSK 群の AUC はコントロール群と比較して低くなる傾向しかみられなかったのに対し、TK
群の AUCはコントロール群と比較して有意に低下した。さらに、TK群の AUCは NSK群と比較し
て低くなる傾向が見られた。これらの結果から TK は NSK よりもコーン油負荷時における血中 TG
値の上昇をより顕著に抑制することがわかった。 
 また、TKの血中 TG値上昇抑制作用のメカニズムを解明するために、まずは、膵リパーゼ阻害活
性を確認した(Fig. 45)。TKは膵リパーゼ活性を阻害し、また、NSKよりも有意に膵リパーゼ活性を
低下させることがわかった。したがって、TK は膵リパーゼ活性を阻害することで、TG の分解を抑
制し、腸管からの TGの吸収を抑制していると考えられる。 
とろろ昆布の膵リパーゼ活性阻害作用は、溶出してくる成分量に関係していると考えられた。膵リ
パーゼが主に働いている部位は小腸であり、小腸内の pHは弱アルカリ性であるため、TKと NSKか
ら pH 7.4のリン酸緩衝液中に溶出される全成分量を測定した(Fig. 46)。その結果、TKからの溶出成
分量の方が NSKよりも有意に多かった。また、昆布には多くの生理活性物質が含まれており、その
中でも、最も知られている有効成分として、アルギン酸塩がある。アルギン酸塩はコレステロールの
排泄作用を有することが報告されている 202)。また、アルギン酸塩を含む水溶性食物繊維は、粘度を
増強させてミセルの乳化状態を悪化させ、リパーゼ活性を阻害する可能性が考えられている 203)。し
たがって、アルギン酸に焦点を当てて、TK と NSK からの溶出成分に含まれるアルギン酸塩の量を
測定したところ、TKからの溶出アルギン酸塩の量の方が NSKよりも有意に多かった(Fig. 47)。これ
らの溶出量増加の理由として、TK は切削工程によって、薄く削られて細胞が破壊されているため、
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表面積が増大し、成分が溶出しやすくなったことが考えられる。また、TK の NSK に対するアルギ
ン酸塩量の比率は、全溶出成分量と比較して大きくなった。これは、アルギン酸塩が、相対的に他の
成分よりも多く溶出されていることを示しており、このことが、TKの TG吸収抑制作用にも関与し
ていると考えられる。また、TKと NSKの弱アルカリ可溶画分(AS)の膵リパーゼ阻害活性を確認した
ところ、TK ASは膵リパーゼ活性を阻害し、NSK ASよりもその阻害活性が強力であり(Fig. 48)、さ
らに、Fig. 45と Fig. 48を見比べると NSKと NSK AS、あるいは TKと TK ASがほぼ同等のリパーゼ
阻害活性をもっていることがわかる。したがって、ASにリパーゼ阻害活性をもつ主な成分が含まれ
ていると考えられる。また、TKの水可溶画分(WS)と TK AS のリパーゼ阻害活性を比したところ、
TK WSには有意な膵リパーゼ阻害活性が確認できなかったが、TK ASは TK WSよりも膵リパーゼ阻
害活性が顕著であった(Fig. 49)。TK には水にも弱アルカリ溶液にも解けるアルギン酸塩と、水には
溶けず、弱アルカリ溶液には溶けるアルギン酸が含まれている。弱アルカリ溶液であれば、アルギン
酸もアルギン酸塩となって溶液中に溶出してくることで生理活性が増強されることが考えられるた
め、TK WSよりも TK ASの膵リパーゼ阻害活性の方が強いと考えられる。 
さらに、TKの肥満予防・改善効果を確認するために、高脂肪食由来の肥満モデルマウスを用いて、
抗肥満試験を行った。Fig. 50より、TKは、高脂肪食による体重の増加を有意に抑制することがわか
った。一方で、NSKは高脂肪食による体重の増加を有意に抑制せず、TKと NSKとの間で体重に有
意差はみられなかった。傍子宮脂肪組織重量、血中と肝臓中の脂質パラメータを評価すると、TKは
高脂肪食由来の傍子宮脂肪組織重量、血中 TC値、肝臓中の TG量の増加を有意に抑制した(Fig. 53、
54、55)。さらに、TKは NSKよりも強い傍子宮脂肪組織重量、血中の TG、TC値、肝臓中 TG量の
増加抑制作用を示した(Fig. 52、53、54、55)。TK群の肝臓重量は、HFD群と比較して有意に低値を
示したが、脾臓重量に関しては、4 群間で差がみられなかった(Table 7)。腎臓重量では、NFD 群は
ND群と比較して有意に減少しており、TK群は HFD群と比較して有意に増加した。データは示して
いないが、体重を考慮せずに腎臓重量で 4群を比較すると有意差はみられなかった。肥満マウスの体
重と腎臓重量に正の相関性が成立しないことについては腎臓そのものの大きさは変化しておらず、肥
満により体重が増加したことで、体重あたりの腎臓重量には有意差がみられただけだと考えている。
これらの結果から、TKは、高脂肪食由来の脂肪組織および肝臓への TG蓄積を抑制することで体重
増加を抑制しており、血中脂質上昇を抑制することがわかり、その他の臓器にはほとんど影響を及ぼ
さない食品素材であることが示唆された。また、TK と NSK は高脂肪食由来の体重増加に及ぼす影
響はほぼ同等であったが、TKは NSKよりも脂肪組織と肝臓への TG蓄積を抑制することでより強い
抗肥満作用、さらには、血中脂質上昇抑制作用を示すことが確認できた。抗肥満作用に寄与した成分
として、アルギン酸が考えられるが、昆布には他にも、脂肪細胞の分化抑制作用や過剰なエネルギー
を熱に変換する UCP1 の発現亢進作用を有することが報告されているフコイダンやフコキサンチン
が含まれており 204-206)、これらの成分も抗肥満作用に貢献したのではないかと考えられる。 
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Fig. 43 Effect of Non-Shaved Kelp (NSK) and Tororokombu (TK) on Plasma Triglyceride (TG) Level 
after Oral Administration of Corn Oil in Rats  
 
Distilled water (20 ml/kg), NSK, and TK solutions (1,000 mg/20 ml/kg) were respectively administered to the 
rats in the control, NSK, and TK groups before oral administration of corn oil (5 ml/kg). Data (n = 6) are 
presented as mean ± S.E. *: p < 0.05, **: p < 0.01, ***: p < 0.005 vs. the control group. 
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Fig. 44 Effect of Non-Shaved Kelp (NSK) and Tororokombu (TK) on the Area under the Curve (AUC) 
of Triglyceride (TG) Absorption after Oral Administration of Corn Oil in Mice 
  
Level of total absorbed TG was evaluated using the AUC in Fig. 43. Data (n = 6) are presented as mean ± 
S.E. ***: p < 0.005 vs. the control group. 
 
 
91 
 
0
20
40
60
80
100
120
Control NSK TK
Li
pa
se
 a
ct
iv
ity
 (%
)
***
#
*
 
Fig. 45 Effect of Non-Shaved Kelp (NSK) and Tororokombu (TK) on Pancreatic Lipase Activity in 
Vitro 
 
Lipase activity was measured using Lipase Kit S according to the protocol. Data (n = 5) are presented as the 
mean ± S.E. *: p < 0.05, ***: p < 0.005 vs. Control. #: p < 0.05 NSK vs. TK. 
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Fig. 46 Content of Total Components Eluted from Non-Shaved Kelp (NSK) and Tororokombu (TK) into 
Weak Alkaline Solution 
 
NSK or TK were mixed with pre-incubated phosphate-buffered saline (pH 7.4) and incubated at 20˚C, 135 rpm 
shacking speed for 30 min. The solutions were centrifuged at 37°C, 1,000×g for 30 min to obtain the 
supernatant. The residues were washed with distilled water and centrifuged at 3,500 rpm for 30 min twice. 
These washed supernatants were mixed and lyophilized to measure weight of total components. Data (n = 3) 
are presented as the mean ± S.E. ***: p < 0.005 vs. NSK. 
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Fig. 47 Alginate Content Eluted from Non-Shaved Kelp (NSK) and Tororokombu (TK) into Weak 
Alkaline Solution 
 
The uronic acid content was analyzed using total components eluted from NSK and TK into 
phosphate-buffered saline (pH 8.0) for alginate determination by the carbazole method23). Data (n = 3) are 
presented as the mean ± S.E. ***: p < 0.005 vs. NSK. 
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Fig. 48 Effect of Weak Alkaline-Soluble Fraction (AS) from Non-Shaved Kelp (NSK) and Tororokombu 
(TK) on Pancreatic Lipase Activity in Vitro 
 
Lipase activity was measured using Lipase Kit S according to the protocol. Data (n = 5) are presented as the 
mean ± S.E. *: p < 0.05, ***: p < 0.005 vs. Control. ###: p < 0.005 NSK AS vs. TK AS. 
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Fig. 49 Effect of Water- (WS) and Weak Alkaline (AS) -Soluble Fraction from Tororokombu (TK) on 
Pancreatic Lipase Activity in Vitro 
 
Lipase activity was measured using Lipase Kit S according to the protocol. Data (n = 5) are presented as the 
mean ± S.E. ***: p < 0.005 vs. Control. ###: p < 0.005 TK WS vs. TK AS. 
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Fig. 50 Effect of Non-Shaved Kelp (NSK) and Tororokombu (TK) on the Body Weight in Obese Mice 
Induced by High-Fat Diet (HFD) for 9 Weeks 
 
Normal diet (ND), high-fat diet (HFD), NSK, and TK groups were given diets shown in Table 6. Body weight 
was measured twice a week. Data (n = 8) are presented as the mean ± S.E. *: p < 0.05, **: p < 0.01, ***: p < 
0.005 vs. the HFD group. 
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Fig. 51 Effect of Non-Shaved Kelp (NSK) and Tororokombu (TK) on the Food Intake in Obese Mice 
Induced by High-Fat Diet (HFD) for 9 Weeks 
 
Normal diet (ND), high-fat diet (HFD), NSK, and TK groups were given diets shown in Table 6. Food 
intake was measured twice a week. 
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Fig. 52 Effect of Non-Shaved Kelp (NSK) and Tororokombu (TK) on the Plasma Triglyceride (TG) 
Level in Obese Mice Induced by High-Fat Diet (HFD) for 9 Weeks 
 
Normal diet (ND), high-fat diet (HFD), NSK, and TK groups were given diets shown in Table 6. After these 
diets had been fed to the mice for 9 weeks, the mice were fasted for 24 h and blood was taken from the tail 
vein. Plasma TG level was measured using Triglyceride E-Test Wako Kit. Data (n = 8) are presented as the 
mean ± S.E. ##: p < 0.01 the NSK group vs. the TK group. 
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Fig. 53 Effect of Non-Shaved Kelp (NSK) and Tororokombu (TK) on the Plasma Total Cholesterol 
(TC) Level in Obese Mice Induced by High-Fat Diet (HFD) for 9 Weeks 
 
Normal diet (ND), high-fat diet (HFD), NSK, and TK groups were given diets shown in Table 6. After these 
diets had been fed to the mice for 9 weeks, the mice were fasted for 24 h and blood was taken from the tail 
vein. Plasma TC level was measured using Cholesterol E-Test Wako Kit. Data (n = 8) are presented as the 
mean ± S.E. *: p < 0.05, ***: p < 0.005 vs. the HFD group. #: p < 0.05 the NSK group vs. the TK group. 
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Fig. 54 Effect of Non-Shaved Kelp (NSK) and Tororokombu (TK) on the Parauterine Adipose Tissue 
Weight in Obese Mice Induced by High-Fat Diet (HFD) for 9 Weeks 
 
Normal diet (ND), high-fat diet (HFD), NSK, and TK groups were given diets shown in Table 6. After blood 
collection, the mice were killed with cervical dislocation and the parauterine adipose tissue was dissected and 
weighed. Data (n = 8) are presented as the mean ± S.E. **: p < 0.01 vs. the HFD group. #: p < 0.05 the NSK 
group vs. the TK group. 
 
101 
 
0
40
80
120
160
ND HFD NSK TK
H
ep
at
ic
 T
G
 (m
g/
g) #
****
 
Fig. 55 Effect of Non-Shaved Kelp (NSK) and Tororokombu (TK) on the Hepatic Triglyceride (TG) 
Content in Obese Mice Induced by High-Fat Diet (HFD) for 9 Weeks 
 
Normal diet (ND), high-fat diet (HFD), NSK, and TK groups were given diets shown in Table 6. After blood 
collection, the mice were killed with cervical dislocation and the liver was dissected and weighed. Lipids were 
extracted using Folch solution (chloroform : methanol = 2 : 1) from liver. Hepatic TG was measured using 
Triglyceride E-Test Wako Kit. Data (n = 8) are presented as the mean ± S.E. **: p < 0.01 vs. the HFD group. #: 
p < 0.05 the NSK group vs. the TK group. 
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Fig. 56 Effect of Non-Shaved Kelp (NSK) and Tororokombu (TK) on the Hepatic Total Cholesterol (TC) 
Content in Obese Mice Induced by High-Fat Diet (HFD) for 9 Weeks 
 
Normal diet (ND), high-fat diet (HFD), NSK, and TK groups were given diets shown in Table 6. After blood 
collection, the mice were killed with cervical dislocation and the liver was dissected and weighed. Lipids were 
extracted using Folch solution (chloroform : methanol = 2 : 1) from liver. Hepatic TC was measured using 
Cholesterol E-Test Wako Kit. Data (n = 8) are presented as the mean ± S.E.  
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第 4章 コガネタケヤシの抗肥満作用 
 
4.1. はじめに 
 コガネタケヤシは、これまで生理活性に関する報告は全くなく、本研究において、TG吸収抑制作
用を有することを新しく見出だした。本章では、そのメカニズムについて明らかにし、3T3-L1細胞
における TG蓄積抑制作用、抗肥満作用の有無について検討した。 
 
4.2. 実験方法 
4.2.1. 試薬 
 使用した試薬は、2.1.1.で示したものを用いた。 
 
4.2.2. 実験動物 
 実験動物は日本エスエルシー株式会社から購入した Slc:ddYマウスを用いた。実験動物の飼育条件
と取り扱いに関しては、2.2.2.に従って実験を行った。 
 
4.2.3. 抽出物の調製 
 コガネタケヤシは株式会社赤塚植物園より提供していただいた。抽出には葉の部分を用い、生葉の
重量の 10倍量(v/w)の蒸留水、メタノール(MeOH)、エタノール(EtOH)で抽出した。蒸留水の場合は、
100°Cで 1時間の熱水抽出を行い、MeOHと EtOHの場合は、常温で 2～7日間付け込んで抽出した。
この抽出操作は 2回行った。抽出液をろ過して、減圧濃縮と凍結乾燥によって、抽出物を得た。また、
コガネタケヤシ葉MeOH抽出物はこれ以降便宜上MECと略記することにした。 
 
4.2.4. TG負荷試験 
 6週齢、雄性の Slc:ddYマウスを標準飼料で 1週間予備飼育した後、24時間絶食させて実験を行っ
た。平均体重がほぼ等しくなるように、コントロール群とサンプル投与群に群分けした(n=8)。熱水
抽出物(WEC)、MEC、エタノール抽出物(EEC)の活性を比較する場合は、サンプルの濃度を 1,000 mg/kg
に設定して強制経口投与を行い、すぐにコーン油(8 ml/kg)を強制経口投与した。また、投与量依存性
を確認するために、コントロール群と、MEC 500 mg/kg投与群(500 mg/kg)、MEC 1,000 mg/kg投与群
(1,000 mg/kg)、MEC 1,500 mg/kg投与群(1,500 mg/kg)の4群に分け、それぞれ蒸留水(20 ml/kg)、MEC(500、
1,000、1,500 mg/20 ml/kg)を強制経口投与した後、すぐにコーン油(8 ml/kg)を強制経口投与した。投与
開始直前(0時間目)と投与開始後 1時間おきに尾採血を 8時間目まで行った。採血した血液は 1,400×g
で 1分間遠心分離した。血中 TG値は、遠心分離して得られた血漿を用いて、トリグリセライド E-
テストワコーで測定した。 
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4.2.5. 膵リパーゼ活性阻害の測定 
リパーゼ活性阻害の測定は、2.1.5.に示したように、Lipase Kit Sを用いて測定した。 
 
4.2.6. 細胞培養 
 MECの添加濃度範囲は 3.125～50 μg/mlに設定し、細胞培養は 2.1.12.に示した方法に従って行った。 
 
4.2.7. MTTアッセイ 
 MTTアッセイは 2.1.13.に示した方法に従って行った。 
 
4.2.8. オイルレッド O染色 
 オイルレッド O染色は 2.1.14.に示した方法に従って行った。 
 
4.2.9. GPDH活性の測定 
 GPDH活性の測定は 2.1.15.に示した方法に従って行った。 
 
4.2.10. 高脂肪食由来の肥満モデルマウスを用いた抗肥満試験 
4週齢、雌性 Slc:ddYマウスを標準食で 1週間予備飼育した後、各群平均体重がほぼ等しくなるよ
うに、群分けを行った。飼料はAIN-93Mを基準にして作製した 182)。標準食群(ND)、高脂肪食群(HFD)、
3%MECを含む高脂肪食群(MEC)の 3群に群分けし、Table 8に示した飼料を与え、77日間飼育を行っ
た。飼育条件と血中の脂質パラメータや各組織・臓器重量の測定は 2.1.19に示した方法に従って行っ
た。 
 
4.2.11. 肝臓中の脂質の抽出 
 肝臓中の脂質の抽出は 2.1.20.に示した方法に従って行った。 
 
4.2.12. 統計処理 
 統計処理は 2.1.21.に示したように行った。 
 
4.3. 結果 
4.3.1. TG吸収抑制作用とそのメカニズム 
 まず、コガネタケヤシ葉の熱水抽出物(WEC)、MEC、EtOH抽出物(EEC)の 3種類の抽出物を用い
て、コーン油負荷時のマウスの血中 TG値の測定を行った。WEC群、MEC群、EEC群は、コントロ
ール群と比較して、それぞれ投与後 2時間目、3～5、7、8時間目、4時間目で、有意に血中 TG値の
上昇が抑制された(Fig. 57)。また、AUCにおいては、MEC群は、コントロール群と比較して、有意
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に低値を示したが、WEC群とEEH群はコントロール群との間でAUCに差はみられなかった(Fig. 58)。
これらの結果から、MECが最も TG吸収抑制作用が強いと考えられたため、これ以降のコガネタケ
ヤシの研究はMECを用いることとした。 
 また、MECの投与量を、500、1,000、1,500 mg/kgに設定して、コーン油負荷時のマウスの血中 TG
値の測定を行った。MEC 1,000、1,500 mg/kg投与群(1,000、1,500 mg/kg)はコントロール群(Control)と
比較して、それぞれ投与後 5時間目、4～6時間目で、有意に血中 TG値の上昇が抑制された(Fig. 59)。
一方、MEC 500 mg/kg投与群(500 mg/kg)とコントロール群の間では差がみられなかった。また、AUC
においては、MEC 500 mg/kg投与群とコントロール群の間では差がみられなかったが、MEC1,000、
1,500 mg/kg投与群は、コントロール群と比較して、有意に低値を示し、投与量依存性も確認できた
(Fig. 60)。 
 次に、MECの TG吸収抑制作用のメカニズムを解明するため、膵リパーゼ活性に及ぼす影響につ
いて確認したところ、MEC (250～1,000 µg/ml)を添加すると、コントロールと比較してリパーゼ活性
が有意に低下した(Fig. 61)。また、MECの添加量が多いほど、リパーゼ活性が低下することが確認さ
れた。 
 
4.3.2. TG蓄積抑制作用とそのメカニズム 
 3T3-L1細胞の TG合成準備期と TG合成期の両期間においてMECを添加したところ、MECはコ
ントロールと比較して、12.5～50 µg/mlの範囲で 3T3-L1細胞における TGの蓄積率を有意に減少さ
せ、特に 50 μg/mlの添加量では TG蓄積率が半減することが確認された。また、この範囲内でコント
ロールとの間で細胞生存率による有意差はみられなかった(Fig. 62)。 
次に、MEC(3.125～50 µg/ml)を添加した時の GPDH活性を測定したところ、MECはコントロール
と比較して、3.125～50 µg/mlの範囲で 3T3-L1細胞における GPDH活性を有意に減少させ、特に 50 
μg/mlの添加量では GPDH活性が 18.9%まで低下することが確認された。また、この範囲内でコント
ロールとの間で細胞生存率による有意差はみられなかった(Fig. 63)。 
 
4.3.3. 抗肥満作用 
 まず、高脂肪食を摂取させることにより、肥満モデルマウスを作製し、餌にMECを混合すること
により、体重と食餌摂取量に及ぼす影響について検討を行った。高脂肪食群(HFD)は標準食群(ND)
と比較して、試験開始後 25日目から体重が増加した(Fig. 64)。また、3%のMECを含む高脂肪食群
(MEC)は、HFD群と比較して、試験開始後 70～77日目で有意に体重の増加が抑制された。また、MEC
群と HFD群との間で食餌摂取量に差はほとんどみられなかった(Fig. 65)。 
 次に、絶食時におけるマウスの脂質関連の血中パラメータを測定した。HFD 群は ND 群と比較し
て、血中の TG値と TC値が有意に高値を示した(Fig. 66、67)。また、MEC群は、HFD群と比較して、
有意に血中 TC値の上昇を抑制した。一方で、血中 TG値においては、MEC群と HFD群の間で差は
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みられなかった。 
 また、解剖を行い、マウスの各臓器・組織の重量を測定した。HFD 群の傍子宮脂肪組織重量は、
ND群と比較して有意に増加した(Fig. 68)。また、MEC群の傍子宮脂肪組織重量は、HFD群と比較し
て有意に減少した。一方で、肝臓、脾臓、腎臓の重量は、3群間で差が見られなかった(Table 9)。 
 さらに、肝臓中の脂質量を測定したところ、HFD群の肝臓中の TGの量は、ND群と比較して有意
に増加し、MEC群の肝臓中の TG、TCの量は、HFD群よりも有意に減少した(Fig. 69、70)。 
 
4.4. 考察  
 コガネタケヤシの抽出方法による活性を比較するために、コガネタケヤシ葉の熱水抽出物(WEC)、
メタノール抽出物(MEC)、エタノール抽出物(EEC)の 3 種類の抽出物を用いて、マウスにコーン油を
負荷した時の血中 TG値に及ぼす影響について確認した(Fig. 57、58)。この 3種類の中で、Fig. 57に
おいてMEC群の投与後 1時間目以外のすべての測定点で血中 TG値の平均値が最も低く、Fig. 58に
おいてMEC群の AUCが最も小さいことから、MECが最も強力な TG吸収抑制作用を有すると考え
られる。また、MEC のコーン油負荷時における血中 TG 値上昇抑制作用の投与量依存性を確認する
ために、MEC 250、500、1,000 mg/kgの経口投与で評価した(Fig. 59、60)。MEC500、1,000 mg/kg群
でコーン油負荷時における血中 TG 値上昇抑制作用がみられ、AUC は投与量が増加するにつれて減
少しているため、投与量依存性があるものと考えられる。 
MECの TG吸収抑制作用のメカニズムを解明するため、MECの膵リパーゼ阻害活性を確認したと
ころ、MECは膵リパーゼ活性を阻害した(Fig. 61)。 したがって、MECは、膵リパーゼによる TGの
加水分解を阻害することで TGの吸収を抑制していることがわかった。 
また、MECの抗肥満作用に関するさらなる生理活性を見出すために、3T3-L1細胞を用いた実験を
行った。3T3-L1細胞を分化誘導させ、その後 TGを蓄積していく全過程におけるMECの影響につい
て検討した(Fig. 62)。MECは 3T3-L1細胞における TG蓄積を抑制することが確認できた。MECが
GPDH活性に及ぼす影響について調べたところ、MECは濃度依存的に GPDH活性を阻害することが
わかった(Fig. 63)。したがって、MECは GPDH活性阻害によって、脂肪細胞内の TGの蓄積を抑制す
ることがわかった。GPDHの発現はインスリンによってコントロールされており、PPARγの転写制
御を受けていると考えられている 22)。MECはWEHと同様に PPARγの発現を低下させることで、
GPDHの発現を抑制し、その結果、TGの蓄積を抑制していると考えられる。 
さらに、MECの抗肥満作用を確認するため、高脂肪食由来の肥満モデルマウスを用いて、抗肥満
試験を行った。その結果、MECは高脂肪食由来による体重増加作用、体脂肪増加抑制作用、血中の
TC値の上昇抑制作用を示した(Fig. 64、67、68、69、70)。したがって、MECは、肥満の予防・改善
し、肥満に伴う血中脂質異常を改善することが証明された。この抗肥満作用は、膵リパーゼ活性阻害
によるの TG吸収抑制作用と脂肪細胞における TG蓄積抑制作用の 2つの効果が長期的に作用し、累
積した結果であると考えられる。また、MECは脾臓と腎臓の重量や見た目の色・形に影響しなかっ
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たことから(Table 9)、これらの臓器に毒性を示さないものと考えられる。 
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Fig. 57 Effect of Water (WEC), Methanol (MEC), and Ethanol (EEC) Extracts of Chrysalidocurpus 
lutescens Wendl. Leaves on Plasma Triglyceride (TG) Level after Oral Administration of Corn Oil in 
Mice.  
 
Distilled water (20 ml/kg), and WEC, MEC, and EEC solutions (1,000 mg/20 ml/kg) were respectively 
administered to the mice in the control, WEC, MEC, and EEC groups before oral administration of corn oil (8 
ml/kg). Data (n = 8) are presented as mean ± S.E. *: p < 0.05, **: p < 0.01 vs. the control group. 
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Fig. 58 Effect of Water (WEC), Methanol (MEC), and Ethanol (EEC) Extracts of Chrysalidocurpus 
lutescens Wendl. Leaves on the Area under the Curve (AUC) of Triglyceride (TG) Absorption after Oral 
Administration of Corn Oil in Mice. 
 
Level of total absorbed TG was evaluated using the AUC in Fig. 55. Data (n = 8) are presented as mean ± S.E. 
**: p < 0.01 vs. the control group. 
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Fig. 59 Dose-Dependent Suppressive Effects of Methanol Extract of Chrysalidocurpus lutescens Wendl. 
Leaves (MEC) on the elevation of Plasma Triglyceride (TG) Level after Oral Administration of Corn 
Oil in Mice. 
 
Distilled water (20 ml/kg) and MEC (500, 1,000, 1,500 mg/20 ml/kg) were respectively administered to the 
mice in the control, 500, 1,000, and 1,500 mg/kg groups before oral administration of corn oil (8 ml/kg). 
Data (n = 8) are presented as mean ± S.E. *: p < 0.05 vs. the control group. 
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Fig. 60 Dose-Dependent Suppressive Effects of Methanol Extract of Chrysalidocurpus lutescens Wendl. 
Leaves (MEC) on the Area under the Curve (AUC) of Plasma Triglyceride (TG) level after Oral 
Administration of Corn Oil in Mice. 
 
Level of total absorbed TG was evaluated using the AUC in Fig. 59. Data (n = 8) are presented as mean ± S.E. 
*: p < 0.05, **: p < 0.01 vs. the control group. 
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Fig. 61 Effect of Methanol Extract of Chrysalidocurpus lutescens Wendl. Leaves (MEC) on Pancreatic 
Lipase Activity in Vitro 
 
Lipase activity was measured using Lipase Kit S according to the protocol. Data (n = 3) are presented as the 
mean ± S.E. **: p < 0.01, ***: p < 0.005 vs. the control (0 µg/ml). 
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Fig. 62 Effect of Methanol Extract of Chrysalidocurpus lutescens Wendl. Leaves (MEC) on 
Triglyceride (TG) accumulation and Cell Viability in 3T3-L1 Adipocyte 
 
Differentiation to matured 3T3-L1 cells ware induced by DMEM containing 10% FBS, 0.25 µM 
dexamethasone, 0.5 mM 3-isobutyl-1-metylxanthine, and 10 µg/ml insulin with or without MEC (3.125-50 
µg/ml) for 2 days in 24-well plate. Cells were then incubated in DMEM containing 10% FBS and 10 µg/ml 
insulin with or without MEC (3.125-50 µg/ml) for 12 days. TG accumulation and cell viability were 
respectively evaluated using oil red O straining and MTT assay. Data (n = 4) are presented as the mean ± 
S.E. *: p < 0.05, **: p < 0.01, ***: p < 0.005 vs. the control (0 µg/ml). 
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Fig. 63 Effect of Methanol Extract of Chrysalidocurpus lutescens Wendl. Leaves (MEC) on 
Glycerol-3-Phosphate Dehydrogenase (GPDH) and Cell Viability in 3T3-L1 Adipocyte 
 
Differentiation to matured 3T3-L1 cells ware induced by DMEM containing 10% FBS, 0.25 µM 
dexamethasone, 0.5 mM 3-isobutyl-1-metylxanthine, and 10 µg/ml insulin with or without MEC (3.125-50 
µg/ml) for 2 days in 24-well plate. Cells were then incubated in DMEM containing 10% FBS and 10 µg/ml 
insulin with or without MEC (3.125-50 µg/ml) for 12 days. GPDH activity and cell viability were respectively 
evaluated using GPDH Activity Measurement Kit and MTT assay. Data (n = 4) are presented as the mean ± 
S.E. *: p < 0.05, ***: p < 0.005 vs. the control (0 µg/ml). 
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Fig. 64 Effect of Methanol Extract of Chrysalidocurpus lutescens Wendl. Leaves (MEC) on the Body 
Weight in Obese Mice Induced by High-Fat Diet (HFD) for 11 Weeks 
 
Normal diet (ND), high-fat diet (HFD), and MEC groups were given diets shown in Table 8. Body weight 
was measured twice a week. Data (n = 8) are presented as the mean ± S.E. *: p < 0.05, **: p < 0.01, ***: p < 
0.005 vs. the HFD group. 
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Fig. 65 Effect of Methanol Extract of Chrysalidocurpus lutescens Wendl. Leaves (MEC) on the Food 
Intake in Obese Mice Induced by High-Fat Diet (HFD) for 11 Weeks 
 
Normal diet (ND), high-fat diet (HFD), and MEC groups were given diets shown in Table 8. Food intake was 
measured twice a week. 
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Fig. 66 Effect of Methanol Extract of Chrysalidocurpus lutescens Wendl. Leaves (MEC) on the Plasma 
Triglyceride (TG) Level in Obese Mice Induced by High-Fat Diet (HFD) for 11 Weeks 
 
Normal diet (ND), high-fat diet (HFD), and MEC groups were given diets shown in Table 8. After these 
diets had been fed to the mice for 11 weeks, the mice were fasted for 24 h and blood was taken from the tail 
vein. Plasma TG level was measured using Triglyceride E-Test Wako Kit. Data (n = 8) are presented as the 
mean ± S.E. 
 
 
120 
 
0
40
80
120
160
200
240
ND HFD MEC
Pl
as
m
a 
TC
 le
ve
l (
m
g/
dl
)
* *
 
Fig. 67 Effect of Methanol Extract of Chrysalidocurpus lutescens Wendl. Leaves (MEC) on the Plasma 
Total Cholesterol (TC) Level in Obese Mice Induced by High-Fat Diet (HFD) for 11 Weeks 
 
Normal diet (ND), high-fat diet (HFD), and MEC groups were given diets shown in Table 8. After these diets 
had been fed to the mice for 11 weeks, the mice were fasted for 24 h and blood was taken from the tail vein. 
Plasma TC level was measured using Cholesterol E-Test Wako Kit. Data (n = 8) are presented as the mean ± 
S.E. *: p < 0.05 vs. the HFD group. 
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Fig. 68 Effect of Methanol Extract of Chrysalidocurpus lutescens Wendl. Leaves (MEC) on the 
Parauterine Adipose Tissue Weight in Obese Mice Induced by High-Fat Diet (HFD) for 11 Weeks 
 
Normal diet (ND), high-fat diet (HFD), and MEC groups were given diets shown in Table 8. After blood 
collection, the mice were killed with cervical dislocation and the parauterine adipose tissue was dissected and 
weighed. Data (n = 8) are presented as the mean ± S.E. **: p < 0.01, ***: p < 0.005 vs. the HFD group. 
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Fig. 69 Effect of Methanol Extract of Chrysalidocurpus lutescens Wendl. Leaves (MEC) on the Hepatic 
Triglyceride (TG) Content in Obese Mice Induced by High-Fat Diet (HFD) for 11 Weeks 
 
Normal diet (ND), high-fat diet (HFD), and MEC groups were given diets shown in Table 8. After blood 
collection, the mice were killed with cervical dislocation and the liver was dissected and weighed. Lipids were 
extracted using Folch solution (chloroform : methanol = 2 : 1) from liver. Hepatic TG was measured using 
Triglyceride E-Test Wako Kit. Data (n = 8) are presented as the mean ± S.E. ***: p < 0.005 vs. the HFD group. 
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Fig. 70 Effect of Methanol Extract of Chrysalidocurpus lutescens Wendl. Leaves (MEC) on the Hepatic 
Total Cholesterol (TC) Content in Obese Mice Induced by High-Fat Diet (HFD) for 11 Weeks 
 
Normal diet (ND), high-fat diet (HFD), and MEC groups were given diets shown in Table 8. After blood 
collection, the mice were killed with cervical dislocation and the liver was dissected and weighed. Lipids were 
extracted using Folch solution (chloroform : methanol = 2 : 1) from liver. Hepatic TC was measured using 
Cholesterol E-Test Wako Kit. Data (n = 8) are presented as the mean ± S.E. *: p < 0.05 vs. the HFD group. 
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第 5章 総括  
 
これまでのスクリーニングの結果、ドクダミ、とろろ昆布、コガネタケヤシに TGの吸収抑制作
用を見出し、これら 3種類のサンプルについて、生理活性の確認、作用メカニズムの解明、活性成
分の構造決定、抗肥満作用の確認を行ってきた。この中でも、特にドクダミの TG吸収抑制の作用
メカニズムにおいて興味深い知見が得られたので、ドクダミを中心に研究を進めてきた。 
 ドクダミ葉熱水抽出物(WEH)は、膵リパーゼ阻害活性を示さず、脂肪酸トランスポーターである
FAT/CD36とグリセロール輸送チャネルである AQP7を阻害することにより、リパーゼの TG代謝産
物である NEFAとグリセロールの腸管上皮細胞の刷子縁膜からの取り込みを抑制し、TGの吸収を抑
制していることが考えられた。また、WEHに含まれる NEFA吸収抑制成分の 1つとして、5-カフェ
オイルシキミ酸が同定され、また、グリセロール吸収抑制成分の一員として、Cu2+と低分子アミンの
可能性が示唆された。特に、5-カフェオイルシキミ酸が、腸管からの NEFAの吸収を抑制する、ある
いは、FAT/CD36 を阻害するという報告はされていないため、新しい知見である。さらに、WEH は
TG合成のマスターレギュレーターの PPARγとC/EBPαのmRNA発現量を低下させることで、GPDH
に代表されるような脂肪合成関連酵素の活性を阻害し、脂肪細胞における TGの蓄積を抑制すること
が示された。また、高脂肪食由来の肥満モデルマウスを用いた抗肥満試験によって、WEHには抗肥
満作用や血中の脂質と糖の低下作用が確認された。これは、上記に示したWEHの腸管からの TG吸
収抑制作用と脂肪細胞における TG蓄積抑制作用の 2つの効果が長期的に作用した結果であると考え
られる。また、脂肪組織以外の臓器に異常が見られなかったことから、毒性や副作用はないと考えら
れる。現在、市場に出ている TG吸収抑制作用を有する商品は膵リパーゼ阻害活性をもつものである
が、WEH はそれとは異なった作用メカニズム、すなわち、TG 代謝産物の吸収抑制作用をもってい
る。ドクダミは食経験があって、WEHは食品で応用できる熱水抽出物であるため、従来との商品と
組み合わせによって、より効果的な TG 吸収抑制作用をもつ商品の開発につながることも考えられ、
消費者の選択肢の幅も広げることができると思われる。また、グリセロール、NEFA、モノグリセリ
ドといった TG代謝産物の取り込み阻害を標的にした抗肥満作用の研究は、膵リパーゼ活性阻害によ
るものと比較して、報告数が少ない。このドクダミの研究が先駆的な役割を担って、今後膵リパーゼ
の阻害による抗肥満作用の研究だけでなく、TG代謝産物の取り込み阻害による抗肥満作用の研究が
盛んに行われるきっかけになることを強く期待したい。 
とろろ昆布(TK)は膵リパーゼ活性を阻害することで中性脂肪の吸収を抑制し、抗肥満作用を有する
ことがわかり、その作用は昆布粗粉砕物(NSK)よりも強力であることが確認された。この抗肥満作用
の強さの違いは、とろろ昆布が非常に薄く削られていることに起因し、これによって表面積が増大し、
アルギン酸に代表されるような活性成分が溶出されやすくなったためだと考えられる。また、とろろ
昆布の食経験は豊富であり、安全性には問題はないと考えられる。 
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コガネタケヤシ葉メタノール抽出物(MEC)はリパーゼによる TGの分解を阻害することで TGの吸
収を抑制していることが示された。また、MECもWEHと同様に GPDHに代表されるような脂肪合
成関連酵素の活性を阻害し、脂肪細胞における脂肪の蓄積を抑制することが確認された。GPDHの発
現は PPARγによって調節されていることから、おそらくMECも PPARγの発現を抑制するものと考
えられ、それに伴って、脂肪細胞特異的な遺伝子群の発現を抑制することが推測される。高脂肪食由
来の肥満モデルマウスを用いた抗肥満試験によって、MEC には抗肥満作用や血中脂質と低下作用が
確認できた。上記に示した MECの TG吸収抑制作用と脂肪細胞における脂肪蓄積抑制作用の 2つの
効果が長期的に作用した結果であると考えられる。 
 以上のことから、ドクダミ、とろろ昆布、コガネタケヤシは肥満を予防・改善し、メタボリックシ
ンドロームを予防・改善するためのヘルスフードの素材として非常に有効であると考えられる。また、
これらの素材を食品に応用するためにも、さらなるメカニズムの解明、活性成分の構造決定、食品加
工や安全性に関する研究の蓄積が必要であると思われる。近年、世界の肥満者数が年々増加傾向にあ
る現状を考えると、肥満を予防・改善するためのヘルスフードの新規発見や開発が重要であると考え
る。今後もよりよいヘルスフードを追い求め、肥満によって引き起こされるさまざまな疾患に苦しむ
人々を救うことができるように、私も一人の研究者として社会貢献していきたい。 
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